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Résumé 
Le cancer épithélial de l’ovaire (EOC) est le plus mortel des cancers 
gynécologiques. Cette maladie complexe progresse rapidement de façon difficilement 
décelable aux stades précoces. De plus, malgré une chirurgie cytoréductive et des 
traitements de chimiothérapie le taux de survie des patientes diagnostiquées aux stades 
avancées demeurt faible. Dans le but d’étudier l’EOC dans un contexte ex vivo, l’utilisation 
de modèles cellulaires est indispensable. Les lignées cellulaires d’EOC sont un outil 
pratique pour la recherche cependant, la façon dont l'expression des gènes est affectée en 
culture par comparaison à la tumeur d'origine n'est pas encore bien élucidée. Notre objectif 
était donc de développer et de caractériser de nouveaux modèles de culture in vitro qui 
réflèteront plus fidèlement la maladie in vivo. Nous avons tout d’abord utiliser des lignées 
cellulaires disponibles au laboratoire afin de mettre au point un modèle 3D de culture in 
vitro d’EOC. Des sphéroïdes ont été générés à l’aide de la méthode des gouttelettes 
inversées, une méthode pionnière pour la culture des cellules tumorales. Nous avons ensuite 
procédé à une analyse des profils d’expression afin de comparer le modèle sphéroïde au 
modèle de culture en monocouche et le modèle xénogreffe in vivo. Ainsi, nous avons 
identifié des gènes stratifiant les modèles tridimensionnels, tant in vivo qu’in vitro, du 
modèle 2D monocouche. Parmi les meilleurs candidats, nous avons sélectionné S100A6 
pour une caractérisation ultérieure. L’expression de ce gène fût modulée afin d’étudier 
l’impact de son inhibition sur les paramètres de croissance des sphéroïdes. L’inhibition de 
ce gène a comme effet de réduire la motilité cellulaire mais seulement au niveau du modèle 
sphéroïde. Finalement, toujours dans l’optique de développer des modèles d’EOC les plus 
représentatifs de la maladie in vivo, nous avons réussi à développer des lignées cellulaires 
uniques dérivées de patientes atteintes d’EOC du type séreux, soit le plus commun des 
EOC. Jusque là, très peu de lignées cellulaires provenant de ce type de cancer et de 
patientes n’ayant pas reçu de chimiothérapie ont été produites. De plus, nous avons pour la 
première fois caractérise des lignées d’EOC de type séreux provenant à la fois de l’ascite et 
de la tumeur solide de la même patiente.  
Mots-clés : sphéroïde, cancer de l’ovaire, S100A6, modèles de culture, lignées cellulaires. 
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Abstract  
The epithelial ovarian cancer (EOC) is the most lethal of gynecological cancers. 
This complexe and heterogenous disease progresses rapidly and is almost asymptomatic in 
early stages. The survival rate of patients with late stage diagnosis remains low albeit 
cytoreductive surgery and chemotherapy. In order to study the EOC disease in an ex vivo 
context, the use of different cellular models is necessary. EOC cell lines derived from long-
term passages of malignant ovarian cancers are useful tools for molecular and cellular 
research but it is not clear how culture conditions affect overall gene expression and 
oncogenic potential as compared to the original tumor. The main goal of this research was 
to develo and characterize new in vitro model systems that will recapitulate more closely 
some of the growth conditions encountered by tumor cells in vivo. In order to develop an in 
vitro tridimensional EOC spheroid model, we have used cell lines previously established in 
our laboratory. Spheroids were generated using the hanging droplet method, which was 
innovative for the culture of cancer cells. Comparative gene expression profile analysis of 
monolayer cultures, 3D spheroids and in vivo xenografts were performed and we have 
shown that the spheroid transcriptome more closely reflects expression patterns of the in 
vivo model compared to that of monolayer cultures. Among the best candidates, S100A6 
gene over-expressed in the 3D models versus monolayer cultures was chosen for further 
analysis. To begin to address how S100A6 might affect EOC growth parameters, we have 
inhibited its expression in our in vitro models. The loss of S100A6 in the spheroid model 
results in an reduction of cellular migration, which seems to be in line with previous in vivo 
results published by other researchers. Always with the objective of developing the most 
relevant to the in vivo disease model systems, we have also succeeded in developing a 
unique EOC cell lines derived from patients with the most frequently diagnosed serous type 
of cancer. Very few cell lines derived from this type of cancers and from chemotherapy 
naïve patients are available. Moreover, we characterize for the first time EOC serous type 
cell lines derived from the ascites and the solid tumor of the same patient.  
Keywords : spheroid, ovarian cancer, S100A6, model systems, cell lines 
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Introduction 
Chapitre 1. LE CANCER 
Le corps humain adulte est composé d’environ 3x1013 cellules dont plusieurs 
milliers sont en division à chaque instant de notre vie.  Normalement cette division est 
strictement contrôlée pour maintenir un équilibre entre les cellules en prolifération et les 
cellules programmées pour mourir. Cependant, certaines cellules malignes échappent au 
contrôle et elles se comportent alors de manière profondément anormale.  
Au Canada, une personne sur quatre va mourir du cancer, les risques étant plus 
élevés pour les hommes que pour les femmes (Figure 1, page 1) [1]. Le développement du 
cancer chez l’humain implique une succession complexe d’évènements qui normalement se 
produisent durant plusieurs décennies [2]. C’est la raison pour laquelle on l’appelle parfois 
une maladie de « l’âge » puisque les risques de développer un cancer augmentent 
dramatiquement avec l’âge. En effet 77% de tous les cancers sont diagnostiqués après 55 
ans [3]. 
 
 
Figure 1. Incidence de tous les cancers au Canada reliée à l’âge et selon le sexe [1]. 
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Le cancer se défini comme une croissance anarchique de cellules malignes qui 
éventuellement peuvent tuer l’hôte [4].  Une cellule devient maligne lorsqu’elle a accumulé 
des mutations génétiques au niveau de son ADN ainsi que des changements épigénétiques 
qui lui permettent d’échapper aux systèmes de contrôles de la prolifération. Ainsi, les 
cellules cancéreuses, au lieu de se développer, parvenir à maturité et mourir, vont se diviser 
indéfiniment. Le développement du cancer chez l’humain est un processus complexe qui 
peut prendre des dizaines d’années et une fois que les tumeurs sont devenues apparentes de 
nombreuses mutations ont eut lieu tant au niveau des oncogènes qu’au niveau des gènes 
suppresseurs de tumeurs et tout autre gène impliqué directement ou indirectement dans le 
contrôle de la prolifération cellulaire. Il a été démontré que dans les cellules en culture le 
taux de mutations spontanées est d’environ 2 x 10-7 par gène par division cellulaire [5]. Si 
on suppose que ce taux peut être transposé in vivo et qu’il reste fixe durant toute la vie d’un 
individu, alors chaque cellule n’accumulerait que très peu de mutations durant sa vie [6]. 
Des études précédentes ont démontré qu’entre quatre et dix événements étape-limitantes et 
stochastiques sont nécessaires pour l’initiation et la progression tumorale [7]. Les taux de 
mutations spontanées sont donc insuffisants pour induire les nombreux changements 
génétiques associés à la tumorigenèse. Cette observation a été à l’origine des recherches qui 
ont démontré que la progression tumorale est associée à une inactivation des gènes 
responsables de contrôler la stabilité génomique, ce qui résulte en une accumulation 
accélérée de mutations [7]. Le destin d’une cellule est cependant ultimement contrôlé par la 
machinerie impliquée dans le contrôle du cycle cellulaire et  ce dernier est influencé par les 
signaux provenant des modifications génétiques. En effet, c’est au niveau du cycle 
cellulaire que la cellule décide de proliférer, de devenir quiescente ou encore d’entrer en 
état de différentiation post mitotique [8]. Cependant, l’objectif premier du cycle cellulaire 
est de conserver l’intégrité de l’ADN de la cellule et donc d’assurer la réplication correcte 
de l’ADN et la répartition égale de copies identiques de chromosomes entre deux cellules 
filles. Considérant qu’il y a des milliers de divisions cellulaires tout au long de la vie d’un 
individu, cette intégrité génomique est donc constamment menacée. Afin d’éviter ou de 
contrôler l’instabilité génomique, les cellules ont développé différents mécanismes. Ainsi, 
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une cellule qui a subi un dommage à l’ADN peut induire un arrêt du cycle cellulaire qui va 
lui permettre de réparer son ADN ou encore, si le dommage est trop grand, d’induire 
l’apoptose. La transformation d’une cellule normale vers une cellule cancéreuse est donc le 
résultat des défauts au niveau de ces mécanismes essentiels au bon fonctionnement de la 
cellule [9]. 
Il y a déjà dix ans, Douglas Hanahan et Robert A. Weinberg publiaientt dans la 
revue Cell leur article « The Hallmarks of Cancer ». Cette publication, citée des milliers de 
fois depuis, définissait les altérations nécessaires pour qu’une cellule soit considérée 
comme maligne [10]. Ainsi, ils ont défini six caractéristiques que doivent acquérir les 
cellules normales pour devenir cancéreuses, soit l’autosuffisance au niveau de facteurs de 
croissance, l’insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance, l’évasion face à l’apoptose, 
un potentiel de réplication infini, l’angiogenèse soutenue et ultimement l’invasion des 
tissus et la formation de métastases (Figure 2, page 4). Malgré l’immense complexité de la 
recherche sur le cancer, ces caractéristiques assez simples demeurent d’actualité. Depuis 
une décennie, des caractéristiques additionnelles ont été proposées telles l’inflammation 
[11] et le rôle des microRNA [12].      
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Figure 2. Les six caractéristiques des cellules cancéreuses.  
Le schéma de Hanahan et Weinberg [10] inclut six caractéristiques des cellules 
cancéreuses. La nouvelle théorie propose l’intégration du microenvironnement 
inflammatoire parmi les caractéristiques contributrices au phénotype cancéreux. Reprinted 
by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature, [13], copyright (2009) 
 
 
En plus des facteurs génétiques, des facteurs épigénétiques peuvent également 
contribuer à l’instabilité génomique et induire des changements au niveau du contrôle du 
cycle cellulaire. La fixation de groupement chimiques (méthyl, phosphate ou acétyl) sur 
l’ADN et les protéines qui y sont associées constitue l’une des modification épigénétiques 
qui influence l’expression des gènes. Ainsi, l’hyperméthylation des gènes suppresseurs de 
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tumeurs, menant à leur inactivation,est un exemple de mécanisme épigénétique impliqué 
dans la tumorigenèse [14]. Un autre facteur épigénétique est l’organisation spatiale de 
l’ADN en chromatine soit l’enroulement de l’ADN autour des histones. En effet, 
l’organisation spatiale de l’ADN influence l’accessibilité de ce dernier à la machinerie 
transcriptionnelle. Finalement, l’instabilité génomique peut également être induite par le 
raccourcissement des télomères [15]. Lors des divisions cellulaires, les télomères protègent 
les chromosomes de la dégradation due à l’incapacité des ADN-polymérases à répliquer les 
extrémités de l’ADN. Des études précédentes ont suggéré un lien entre le raccourcissement 
des télomères et la formation des tumeurs chez la souris [15]. Le raccourcissement des 
télomères pourrait représenter un autre facteur qui augmente les risques de développer un 
cancer avec l’âge. 
En plus des facteurs génétiques et épigénétiques, l’environnement ainsi que notre 
style de vie jouent un rôle important au niveau de notre santé et le potentiel de développer 
des tumeurs. En effet, il a été démontré que le stress et l’obésité, par exemple, pourraient 
avoir un lien avec le cancer [16, Lutgendorf, 2003 #6] [17]. Les procédés biochimiques par 
lesquels les facteurs environnementaux agissent sont à peine compris, cependant on les 
associe aux deux étapes principales de la mutagenèse soit l’initiation et la promotion. 
L’initiation est tout d’abord un processus par lequel une cellule devient maligne et donc 
capable de former des tumeurs. Ce changement peut avoir lieu suite à un contact avec 
certaines substances qui induisent des dommages à l’ADN (carcinogènes ou mutagènes). 
La promotion quant à elle consiste en une exposition répétée aux substances qui vont 
promouvoir et faciliter le processus cancéreux (par exemple, en empêchant la réparation de 
l’ADN endommagé). Ces substances sont appelées les promoteurs (exemple alcool ou 
certains gras contenus dans les aliments). Il faut souligner que l’action de ces derniers est 
plus difficile à démontrer. Cependant, la plupart des substances chimiques mutagéniques 
(comme la fumée des cigarettes ou l’asbestos) sont des carcinogènes complets et peuvent 
donc aussi bien initier que promouvoir le cancer [18, 19]. 
  
 
6
Certains virus peuvent également jouer un rôle dans le développement de cancers. 
En effet, certains cancers humains tels que les lymphomes, les leucémies ou le cancer du 
col utérin peuvent être causés par des virus. Les virus qui sont à l’origine de tumeurs sont 
alors appelés oncovirus [20]. Finalement, nous savons désormais que l’histoire familiale 
joue un rôle important au niveau de la détermination du risque de développer un cancer et 
aussi du suivi accordé à une personne à risque. En effet, les individus des familles « à 
risque » doivent être particulièrement vigilants et exigent une surveillance plus accrue voir 
même des chirurgies prophylactiques. Il faut cependant souligner que ce qui détermine le 
développement des cancers chez la majorité des humains est surtout relié au style de vie 
plutôt qu’à l’héritage génétique. En fait, seulement 10% des cancers seraient véritablement 
d’origine génétique [21]. 
 
Chapitre 2. LE CANCER DE L’OVAIRE 
 Le cancer de l’ovaire est le plus mortel des cancers gynécologiques chez la femme. 
Malgré une chirurgie cytoréductive agressive et des nouvelles chimiothérapies, le taux de 
mortalité relié à ce cancer n’a pas changé depuis les 30 dernières années. De plus, environ 
60% des patientes atteintes vont mourir de cette maladie. Ceci est principalement dû au fait 
que le cancer de l’ovaire est souvent asymptomatique ou encore qu’il présente des 
symptômes difficilement reconnaissables, surtout aux stades précoces de la maladie. En 
effet, seulement 25% des femmes sont diagnostiquées au stade précoce de la maladie où le 
taux de survie est de plus de 90% [22]. Un autre facteur important qui contribue au faible 
taux de survie des patientes est la chimiorésistance que celles-ci peuvent développer. La 
prévention et la détection précoce seraient les meilleurs moyens pour éviter les 
conséquences graves de ce cancer et augmenter les chances de survie. Afin de mieux 
comprendre la complexité du cancer de l’ovaire, nous devons tout d’abord bien comprendre 
son origine. 
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Chapitre 2.1 L’OVAIRE NORMAL 
 Les ovaires, deux petites glandes de la grosseur d’une olive Greque, sont 
responsables de la propagation de notre génome et ainsi de la survie continuelle de l’espèce 
humaine.  Ces glandes sont à l’origine de la production des gamètes femelles mais, 
également de la sécrétion des hormones nécessaires à la féminisation et à la reproduction. Il 
y a plus de deux mille ans, Hippocrate (460 B.C-370 B.C), le père de la médecine à qui on 
attribue la première description du cancer, fût le premier aussi à voir et à décrire les ovaires. 
Depuis, la fascination pour l’étude de ces petits organes a été maintenue jusqu’aujourd’hui 
et nos connaissance vont bien au delà de simples observations. 
 
Chapitre 2.1.1 L’anatomie de l’ovaire 
Les ovaires chez la femme adulte ont une forme ovoïde. Pendant la période 
d’activité génitale, l’ovaire a une taille d’environ quatre centimètres et un centimètre 
d’épaisseur. Normalement, la surface des ovaires est mamelonnée et les irrégularités 
corticales s’estompent avec la ménopause où les ovaires s’atrophient et présentent une 
surface plutôt lisse ou cérébriforme [23]. Les ovaires sont situés dans la cavité péritonéale 
de chaque côté de l’utérus (Figure 3, page 8). Ils ne sont pas couverts de péritoine viscéral 
et sont donc les seuls organes intrapéritonéaux en contact direct avec le péritoine pelvien 
qui délimite l’espace de la cavité péritonéale et abdominale. Les ovaires sont maintenus par 
quatre ligaments, soit le ligament utéro-ovarien qui lie l’ovaire à l’utérus, le ligament tubo-
ovarien qui unit l’ovaire à la trompe de Fallope, le ligament lombo-ovarien qui est le 
ligament suspenseur de l’ovaire et finalement le mésovarium qui le relie au ligament large 
[23, 24].  Les ovaires sont irrigués par deux artères, soit l’artère ovarienne et l’artère utérine 
en plus d’être entourés par un système veineux dense et complexe. À part la vascularisation 
artérielle et veineuse, une riche vascularisation lymphatique assure le drainage des ovaires.  
  
 
8
 
 
Figure 3. Anatomie du système reproducteur féminin.  
L’ovaire est relié à l’utérus et aux trompes de Fallope par quatre ligaments. Le ligament 
large relie l’ovaire à l’utérus (1), le ligament lombo-ovarien est un ligament suspenseur (2),  
le ligament tubo-ovarien unit l’ovaire et la trompe de Fallope (3) et le mésovarium relie 
l’ovaire au ligament large (4). L’image est adaptée de la brochure « Ovarian Cancer 08 » de 
Cancer Council Victoria. L’illustration a été effectuée par M. Con Stanis. 
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Chapitre 2.1.2 Le développement embryologique de l’ovaire. 
 Le développement des gonades mâles et femelles s’effectue en deux phases 
distinctes. Lors de la première phase, il y a formation d’une crête génitale qui est alors 
indifférenciée et qui a le potentiel de former tant les organes reproducteurs mâles que 
femelles (Figure 4, page 10). Lors de la seconde phase, le destin des gonades 
indifférenciées vers les testicules ou encore des ovaires est déterminé. Lors de cette phase, 
l’acteur principal de la détermination de sexe est un gène situé sur le chromosome Y, soit le 
gène SRY (sex-determinating region Y) [25]. Ce gène encode pour un facteur de 
transcription contenant un domaine de liaison à l’ADN caractéristique des protéines à boîte 
de groupement à haute mobilité HMG-box qui agissent en tant que régulateurs de 
l’expression génique [26]. La détermination du sexe a lieu très tôt dans le gestation, soit à la 
septième semaine de grossesse. En fait, en présence du produit de transcription du gène 
SRY du chromosome Y, il y a déclenchement de la différenciation des cellules Sertoli à 
partir des cellules précurseurs et des cellules de Leydig de la crête génitale dans le but de 
former des testicules. Inversement, en absence de ce gène, les ovaires se développeront. En 
plus du gène SRY, les facteurs de croissance encodés par NR5A1 et SOX9 jouent un rôle 
important dans la détermination du sexe. La majorité des défauts observés au niveau de la 
détermination du sexe peuvent être expliqués par des mutations à l’un ou l’autre des ces 
trois gènes [27]. 
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Figure 4. Les gonades immatures chez l’humain ont le potentiel de se différencier en 
ovaire ou testicule selon les signaux en place.  
L’acteur principal lors de la différenciation est le gène SRY. En présence du produit de 
transcription du gène SRY du chromosome Y il y aura développement des testicules. Dans 
le cas contraire, la différenciation sera orientée vers les ovaires. Original Publisher BioMed 
Central [28]. 
 
 
 Le processus de différentiation des gonades en ovaires chez l’humain n’a été 
démontré que relativement récemment. En effet, c’est seulement au début des années 90 
que trois groupes ont illustré la conception moderne de l’embryogenèse ovarienne [29] [30] 
[31]. Ainsi, à la quatrième semaine post-conception, il y a formation de canaux de Müller à 
partir d’une invagination de l’épithélium cœlomique. Ces canaux vont ultérieurement se 
développer en voies génitales féminines chez les embryons qui sont génétiquement 
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femelles (XX). En parallèle des canaux mülleriens, il y a formation des canaux de Wolff 
ancêtres des voies génitales masculines (Figure 5, page 12). En même temps que la 
formation de ces canaux, les cellules germinales primordiales (précurseurs des gamètes) 
quittent le sac vitellin pour migrer vers le mésonéphros qui correspond à la crête 
urogénitale. Ensuite l’épithélium cœlomique recouvrant une partie du mésonéphros se 
stratifie et s’épaissit pour former une protrusion dans le cœlome qui correspond alors à la 
gonade indifférenciée. Les cellules germinales se multiplient alors et prennent le nom de 
gonocytes (cellules à l’origine des gamètes). Jusque là, les voies génitales sont représentées 
par les deux systèmes de canaux parallèles et l’embryon a encore la capacité de former l’un 
ou l’autre des sexes. Durant la septième semaine, si l’embryon est génétiquement un mâle, 
l’expression du gène SRY va entrainer la sécrétion d’une hormone anti-müllerienne (AMH) 
par des cellules somatiques testiculaires Sertoli et Leydig. Cette hormone agit alors comme 
un inhibiteur de canaux de Müller. En absence du chromosome Y, il aura différenciation 
dans le sens femelle. Ainsi, vers la huitième semaine les canaux mülleriens vont 
commencer à former l’utérus, les trompes de Fallope et la partie supérieure du vagin, et 
vers la dixième semaine, la gonade en différentiation deviendra ovaire [23, 30].  
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Figure 5. Le développement des voies génitales femelle chez l’humain.  
La première image représente les canaux de Müller (1) et de Wolff (2), le mésonéphros (3), 
et la gonade indifférenciée (4) à la sixième semaine du développement. Ensuite, en absence 
du chromosome Y, les canaux de Müller vont fusionner pour former les voies génitales 
femelles, les canaux de Wolf vont dégénérer et la gonade indifférenciée se développera en 
ovaire. 
 
 
Douze semaines après la fécondation, deux régions peuvent être distinguées dans 
l’ovaire sur le plan histologique. Tout d’abord, la partie superficielle ou corticale, qui est 
formée de cellules épithéliales et de gonocytes en prolifération dont le nombre peut 
atteindre jusqu’à 7 millions. Ensuite, la partie profonde ou médullaire qui contient du tissu 
conjonctif, des vaisseaux sanguins et lymphatiques. Vers la seizième semaine, chaque 
gonocyte cherche à s’entourer de cellules épithéliales pour former les premiers follicules 
primordiaux. Les gonocytes incapables de le faire vont disparaître et on assiste alors à une 
diminution drastique d’ovocytes (à 1 million). Il y a également formation du stroma cortical 
à partir du mésenchyme qu’on retrouve entre les follicules primordiaux, de la thèque 
interne à partir du tissu endocrine et de la thèque externe à partir du tissu conjonctif.  À la 
trentième semaine, une autre chute du nombre des ovocytes a lieu de sorte que seulement 
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300 000 subsistent à la naissance [23]. À la naissance, tous les ovocytes de la petite fille 
sont bloqués à la prophase de la première division méiotique et ont donc atteint un stade 
qu’on appelle diplotène. Ces ovocytes vont rester au stade de repos (dictyotène) jusqu’à la 
puberté, cependant l’ovaire continue de subir des changements tissulaires et 
morphologiques. À la puberté, l’ovaire atteint sa maturité physiologique et acquiert alors la 
capacité de produire et sécréter des hormones ainsi que de libérer des gamètes. Il y a alors 
maturation et croissance des organes reproducteurs ainsi que la féminisation des organes 
sexuels secondaires grâce à la sécrétion de l’œstrogène produite par l’ovaire. Vers la 
quarantaine, la sécrétion de l’œstrogène s’affaiblit et la femme entre en préménopause. 
Cette étape s’accompagne de changements hormonaux importants et les fonctions 
reproductrices s’éteignent ultimement à la ménopause qui est marquée par une absence du 
cycle menstruel.  
 
Chapitre 2.1.3 L’histologie de l’ovaire 
L’ovaire est constitué de trois zones distinctes, soit l’épithélium de surface, la zone 
corticale (ou zone périphérique), ainsi que la zone médullaire (ou centrale) (Figure 6, page 
14). Chacune des trois zones de l’ovaire possède des rôles physiologiques distincts et 
chacun des tissus composant l’ovaire peut mener à une dégénérescence maligne 
particulière.  
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Figure 6. Représentation graphique de l’histologie d’un ovaire normal.  
Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Cancer [32], 
copyright 2005. 
 
 
 
L’épithélium de surface (OSE) est une monocouche de cellules dérivées de 
l’épithélium cœlomique qui se trouve sur la surface extérieure des ovaires (Figure 7, page 
15). Ces cellules ont une forme allongée ou cuboïdale, avec des noyaux hyperchromatiques 
et un cytoplasme peu abondant [24, 33]. Les cellules de l’épithélium sont séparées du 
stroma cortical par une mince matrice extracellulaire appellée la mebrane basale. L’OSE a 
pour origine le revêtement pavimenteux du mésovarium dont il est en fait la prolongation. 
D’ailleurs, on réfère souvent à l’épithélium de surface  comme un mésothélium puisque ces 
deux tissus partagent la même origine embryologique et quelques caractéristiques 
mésothéliales.  
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Figure 7. Coupe histologique d’un ovaire sain. 
La flèche pointe la région où l’on peut voir en bordure l’épithélium de surface. 
Immédiatemnet sous la couche des cellules épithéliales se situe la membrane basale. 
(L’image est tirée des travaux effectués au sein du laboratoire). 
 
 
Ainsi, l’épithelium de surface possède des caractéristiques mésenchymateuses ou 
stromales telles que la vimentine ou la N-cadhérine et l’absence de marqueurs de 
différentiation épithéliale tels que le CA125 et la E-cadhérine. Parmi les caract.éristiques 
typiquement épithéliales on retrouve au niveau du OSE les kératines, les mucines, les 
desmosomes, les microvili apicales et la lame basale. Malgré sa structure relativement 
simple, l’épithélium de surface joue un rôle important au niveau des ovaires. Les cellules de 
l’épithélium de surface sont tapissées par des microvillosités, ce qui suggère un rôle au 
niveau du transport d’ions et/ou autres molécules de et vers la cavité péritonéale. L’OSE 
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possède également des récepteurs pour les hormones, les facteurs de croissance et les 
cytokines qui ont des capacités régulatrices au niveau de la croissance et de la 
différenciation [33-35]. De plus, l’épithélium de surface prend part dans le cycle ovulatoire 
lors de la rupture des follicules matures afin de libérer l’ovule. En effet, les cellules de 
l’épithélium de surface humain des ovaires secrète des enzymes lysosomiaux qui détruisent 
les tissus conjonctifs constituant la paroi des ces follicules matures. Après l’ovulation, les 
cellules de l’épithélium de surface participent également dans le processus de réparation du 
follicule ovarien. Cette réparation peut résulter en une formation d’inclusions épithéliales 
dans le stroma qu’on appelle aussi kystes d’inclusion. Dû à leur origine épithéliale, ces 
dernièrs sont soupçonnés d’avoir la capacité de générer des cancers ovariens [36].  
La zone corticale se retrouve immédiatement sous l’épithélium de surface et elle est 
composée tout d’abord d’une couche de tissu conjonctif dense et fibreux majoritairement 
composée de collagène qu’on appelle albuginée. Sous cette dernière, on retrouve le stroma 
cortical qui est parsemée d’organites ovariens aux différents stades de leur évolution. Parmi 
ces organites, on compte entre autres les follicules ovariens évolutifs, les follicules ovariens 
gamètogènes contenant des ovocytes, les follicules involutifs, les corps jaunes (dont 
l’origine est le follicule déhiscent après l’ovulation), les cellules germinales souches et les 
kystes d’inclusion. Les follicules sont entourés de cellules de la granulosa ainsi que des 
cellules de la thèque interne. 
Finalement la zone médullaire n’a pas de limites précises et elle est située au centre 
de l'ovaire. Cette zone est en continuité avec le mésovarium et elle est composée de deux 
zones distinctes. Tout d’abord, une zone spongieuse parenchymateuse contiguë au stroma 
cortical composée de tissu conjoctivo-vasculaire et ensuite d’une zone hilaire fibreuse. 
Cette dernière est dépourvue d’organite et elle est parcourue par de gros vaisseaux sanguins 
et lymphatiques. Cette zone contient également des cellules de Berger qui sont des cellules 
homologues des cellules de Leydig présents dans les testicules et qui sont spécialisées dans 
la sécrétion de l’androgène [23].  
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Chapitre 2.1.4 La physiologie des ovaires 
Les deux principales fonctions des ovaires sont la sécrétion des hormones 
féminines, soit l’œstrogène et la progestérone (c’est la fonction endocrine) ainsi que la 
production et la libération tous les mois des ovules (fonction exocrine) [37] [24].  Le cycle 
hormonal des ovaires est un processus qui évolue normalement en quatre phases toujours 
dans le but ultime de libérer un ovule (Figure 7, page 19). Ce processus débute par la phase 
folliculaire au cours de laquelle s’effectue la maturation du follicule. Ainsi, au début de 
chaque cycle une cinquantaine d’ovocytes entourés de cellules folliculaires (follicule 
primordial) deviennent sensibles aux sécrétions hormonales sous le contrôle de l’axe 
hypothalamo-hypophysaire. En effet, le taux  d’œstrogène étant très bas à ce stade, 
l’hypothalamus sécrète l’hormone gonadotrophine (GnRH) qui à son tour stimule la 
sécrétion de l’hormone leutéinisante (LH) et de l’hormone folliculo-stimulante  (FSH) par 
l’hypophyse. Cette dernière intervient dans le développement et la maturation folliculaire 
ainsi qu’au niveau de la stimulation de la sécrétion de l’œstrogène. Le follicule poursuit sa 
maturation en accumulant des couches de cellules de la granulosa autour de l’ovocyte 
(follicule primaire). Les follicules continuent à grossir en follicules secondaires et tertiaires. 
À cette étape, il y a formation par les cellules de la ganulosa d’une cavité (appelée « corps 
de Call-Exner ») remplie de liquide folliculaire. L’apport en nutriments aux cellules de la 
ganulosa est assuré par les cellules stromales adjacentes au follicule qui sont alors 
différenciées en cellules de la thèque. Au fur et à mesure que le follicule grossit, les cellules 
de l’ovaire sécrètent de plus en plus d’œstrogène ce qui par rétrocontrôle stimule la 
sécrétion de la FSH par l’hypophyse. L’augmentation de la sécrétion de l’oestrogène 
entraine également la modification des muqueuses vaginales et utérines dans le but de 
préparer le corps de la femme à une éventuelle fécondation et implantation d’un embryon. 
De plus, la sécrétion de l’œstrogène stimule la sécrétion de l’hormone LH  qui s’accumule 
avec la maturation du follicule pour atteindre un pic de sécrétion. Le follicule atteint alors 
sa maturité et porte le nom de follicule mature ou follicule De Graaf. La maturation des 
ovules se fait par vagues, ainsi une vingtaine de follicules antraux répondent initialement à 
la stimulation hormonale cependant, normalement un seul, soit le follicule dominant, se 
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rend jusqu’à l’ovulation. Les autres follicules disparaissent par un processus apoptotique 
qu’on appelle l’artésie folliculaire. À la phase ovulatoire, LH joue alors un rôle au niveau 
du déclenchement de l’ovulation qui est manifestée par la rupture du follicule mature et la 
libération de l’ovocyte. Suite à cette rupture on atteint la phase lutéale au cours de laquelle, 
par un processus appelle la lutéinisation, les cellules de la granulosa et de la thèque 
augmentent de volume et accumulent des lipides dans leur cytoplasme pour former le corps 
jaune. Cette nouvelle unité, sous l’influence de la LH, a pour rôle de sécréter un peu 
d’œstrogène mais surtout des grandes quantités de progestérone. Cette dernière a pour 
fonctions d’inhiber la sécrétion de la LH et donc empêcher la maturation des autres 
follicules ainsi que de maintenir l’endomètre prêt à accueillir l’embryon suite à une 
fécondation. En cas d’absence de fécondation, le corps jaune dégénère, la sécrétion de 
progestérone chute et il y a déclenchement des règles ce qui correspond au début d’un 
nouveau cycle [24, 37]. 
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Figure 8. Représentation graphique du cycle ovulatoire chez la femme.  
Les variations hormonales induisent la maturation des follicules, l’ovulation ainsi que des 
modifications de l’histologie de l’endomètre. Image tirée de www.Wikipedia.org sous la 
définition « menstrual cycle ».  
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Chapitre 2.2 Les tumeurs ovariennes 
La composition cellulaire variée de même que l’embryogenèse sophistiquée des 
ovaires font en sorte que les pathologies des ces organes sont complexes. Afin de classer les 
tumeurs ovariennes, on utilise le plus souvent la classification de l’Organisation Mondiale 
de la Santé (OMS). Elle consiste à distinguer des groupes de tumeurs ovariennes en se 
basant sur les corrélations morphologiques de l’aspect histologique de la tumeur et celui 
des constituants de l’ovaire normal (Figure 9, page 20). De façon générale, les tumuers 
ovariennes sont classées selon leur origine cellulaire en trois différentes catégories et 
chacune inclut un nombre de sous-types. Ainsi, plus de 80% des tumeurs ovariennes sont 
d’origine épithéliale. Les tumeurs germinales et les tumeurs du mésenchyme et des cordons 
sexuels comptent pour environ 20% des cancers ovariens [38].  
 
 
Figure 9. Représentation de différentes classifications selon l’origine cellulaire du quel 
dérivent les trois grandes classes des tumeurs ovariennes.  
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Chapitre 2.2.1 Les tumeurs du mésenchyme des cordons sexuels 
Les tumeurs dérivées des cordons sexuels et du mésenchyme de l’ovaire comptent 
pour environ 5 à 8% de l’ensemble des tumeurs ovariennes et regroupent une variété des 
lésions dérivées de ces cellules [39, 40]. Les éléments qui composent le mésenchyme et les 
cordons sexuels ont une apparence cytologique ou une disposition architecturale qui 
semblent être indifférenciées. Cependant ces cellules comportent souvent un certain degré 
de différenciantion penchant vers le sens ovarien ou testiculaire. Ainsi, les tumeurs dérivant 
des ces tissus sont composées de différents éléments « féminins » et « masculins ». Les 
tumeurs dites féminines sont surtout représentées par les tumeurs stromales ou de la 
granulosa, alors que les tumeurs masculines correspondent aux tumeurs de Sertoli-Leydig 
(androblastomes). Les tumeurs stromales peuvent être associées avec une sécrétion 
anormale d’hormones stéroïdiennes puisque la production de ces hormones a lieu dans le 
stroma. Il y a également des tumeurs gynandroblastomes qui proviennent d’une 
combinaison en proportion variables des deux types de cellules, cependant ces tumeurs sont 
plutôt rares. Les tumeurs développées à partir du mésenchyme ou des cellules thécales 
forment le groupe des tumeurs du groupe fibro-thécal. Un dernier groupe de tumeurs 
originant du mésenchyme et des cordons sexuels dérive d’un groupe de cellules 
indifférenciées [23, 41-43]. Finalement, il faut souligner que les tumeurs du mésenchyme et 
des cordons sexuels sont parmi les plus rares des cancers ovariens,  et qu’environ 70% des 
patientes présentant ce type de tumeurs sont diagnostiquées au stade I de la maladie. Ceci 
est dû au fait que ces tumeurs présentent souvent des symptômes spécifiques dû à leur 
activité hormonale. 
 
Chapitre 2.2.2 Les tumeurs des cellules germinales 
Les tumeurs germinales sont le deuxième groupe de cancers de l’ovaire en terme de 
fréquence et représentent environ 15 à 20% des tumeurs ovariennes. Les lésions tumorales 
des cellules germinales se développent à partir des cellules germinales primordiales de la 
gonade embryonnaire. Ce type de cancer peut être diagnostiqué chez les femmes de tous les 
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âges. Cependant le pic d’incidence est observé chez les femmes près de la vingtaine. La 
majorité des tumeurs des cellules germinales, soit 95%, forment des tératomes kystiques 
bénins qui sont plutôt faciles à diagnostiquer. Cependant, les 5% restantes sont des tumeurs 
malignes qui sont plus problématiques au niveau du diagnostique, particulièrement en cas 
d’association avec plusieurs types histologiques de tumeurs [23, 44]. La classification des 
tumeurs de cellules germinales est basée sur la différenciation des cellules retrouvées à 
l’intérieur de la tumeur même. Ainsi, les tumeurs sont divisées en deux groupes 
histologiques, soit les dysgerminales (l‘équivalent des séminomes dans les testicules) et les 
tumeurs non-dysgerminomes. Ce dernier groupe comprend cinq sous-types de tumeurs, soit 
les tumeurs du sinus endodermique ou du sac vitellin, les tératomes (qui sont eux classifiés 
en trois grades selon l’extension de la maladie), les carcinomes embryonnaires (très rares et 
composés de cellules multipotentes et pauvrement différenciées), les choriocarcinomes 
(extrêmement rare et le prognostique est souvent très mauvais) et finalement les tumeurs 
germinales mixtes (associant au moins deux composantes malignes de type germinal) [23, 
38, 41, 43]. 
 
Chapitre 2.2.3 Les tumeurs épithéliales 
 Les cancers épithéliaux de l’ovaire (EOC) sont le plus important groupe des cancers 
ovariens. En effet plus de 80% des ces dernièrs sont d’origine épithéliale, ce qui rend 
l’épithélium de surface de l’ovaire central au niveau de la tumorigenèse de l’ovaire. La 
classification des tumeurs épithéliales est établie selon quatre différents critères : la 
malignité des cellules, le stade selon le degré d’étendue de la maladie, le grade selon le 
degré de différentiation cellulaire et l’origine histologique des tumeurs.  
 Tout d’abord, les tumeurs peuvent être classées selon la malignité des cellules. La 
définition du mot malignité est le caractère de quelque chose qui cherche à nuire. 
D’ailleurs, l’origine de ce mot vient des mots grecs « mal » qui veut dire mauvais et 
« ignis » qui signifie feu. Par analogie on peut imaginer le cancer comme un mauvais feu 
qui au fur et à mesure qu’il grandit cause de plus en plus de dommages. Ainsi, les tumeurs 
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bénignes sont représentées par des cellules qui n’ont pas de prolifération exubérante et de 
comportement invasif. Ensuite, les tumeurs à faible potentiel de malignité (ou 
« borderline ») ont la capacité de proliférer de façon importante mais, le plus souvent, sans 
lieu d’invasion. Finalement, on a les tumeurs malignes lorsque les cellules ont acquis la 
capacité d’invasion.  
 En plus de cette classification, on évalue l’étendue et la sévérité de l’atteinte 
tumorale en y attribuant un stade (de I à IV) (Table I, page 24).  Le premier stade 
correspond aux tumeurs qui sont limitées aux organes à partir desquels ils se développent, 
en occurrence les ovaires. Les tumeurs du stade II présentent la caractéristique de 
dissémination aux organes pelviens sans atteindre les organes abdominaux. Ainsi, les 
tumeurs au stade II sont soit unilatérales (IIA) ou bilatérales (IIB) avec extension pelvienne 
qui peut être au niveau génital (utérus et trompes) ou viscéral (vessie, intestin grêle 
adjacent) respectivement, ou encore avec une présence d’ascite (IIC). Au troisième stade, 
les tumeurs sont unilatérales ou bilatérales avec métastases intrapéritonéales et 
extrapelviennes. Enfin, le stade IV correspond aux tumeurs unilatérales ou bilatérales avec 
des métastases à distance comme par exemple des métastases hépatiques, pleurales ou 
pulmonaires (Figure 10, page 25) [45].  
 Le degré de différenciation de la tumeur permet également de les classer en grades 
(G0 à G3). Les tumeurs à faible potentiel de malignité sont de Grade 0 et le tumeurs 
invasives sont classées en Grade 1 (bien différenciées), en Grade 2 (modérément 
différenciées) ou Grade 3 pauvrement différenciées. Ce système de gradation, établi par 
FIGO, est basé sur trois variables. Tout d’abord l’indice mitotique qui varie de 0 à 3 selon 
le nombre de mitoses retrouvées par champs d’observation. Ensuite, on observe le nombre 
d’atypies nucléaires (0 à 3). Le dernier critère est l’architecture histologique dominante qui 
peut être glandulaire (Grade 1, <5% de la tumeur est solide ), papillaire ( Grade 2, 5 à 50% 
de la tuemeur est solide) ou encore solide (Grade 3 >50% de la tumeur est solide). 
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Table I. Description du stade de la tumeur selon la Fédération Internationale de 
Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO) et American Joint Committe on Cancer (AJCC)  
[46]. 
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Figure 10. Patron de dissémination du cancer épithélial de l’ovaire.   
Au départ la tumeur est confinée aux ovaires sans que la capsule ovarienne ne soit brisée. 
Une fois cette barrière traversée, la tumeur se répand aux tissus avoisinants tels que les 
trompes de Fallope, l’utérus, le péritoine pelvien ou encore au ligament large. La 
circulation normale du liquide péritonéal fait en sorte que la dissémination des cellules 
tumorales se fait vers la gouttière para-ortique droite et sous la surface de 
l’hémidiaphragme droit. Puisque les ovaires sont des organes uniques en contact direct avec 
la cavité péritonéale, les cellules tumorales peuvent facilement cibler les organes recouverts 
de péritoine ainsi que l’épiploon. La voie lymphatique rétro-péritonéale permet également 
la dissémination des cellules tumorales. Finalement, les organes distants comme les 
poumons, le foie et le cerveau peuvent être atteints via la voie hématogène [23, 47, 48]. 
Adapted with permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Cancer [32], 
copyright 2005. 
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Finalement, on distingue également les groupes de tumeurs épithéliales ovariennes 
en se basant sur les corrélations morphologiques de l’aspect histologique de la tumeur et 
celui des constituants de l’ovaire normal. Ainsi, les tumeurs épithéliales peuvent être 
classées en tumeurs séreuses (les plus communes), mucineuses, endométrioïdes, de 
Brenner, des adénocarcinomes à cellules claires, mixtes épithéliales et des carcinomes 
indifférenciés [23]. En fait, si la classification d’EOC en plusieurs types histologiques, en 
théorie tous dérivés de l’épithélium de surface, est possible, c’est largement dû au fait que 
la différentiation de cet épithélium n’est pas complètement déterminée comme dans les 
autres épithéliums chez l’adulte (ex. : celui de l’utérus). En absence d’ovulation, l’OSE 
normal est dans un état de mésothélium stationnaire qui possède autant des caractéristiques 
épithéliales que mésenchymateuses. Contrairement à d’autres mésothéliums, l’OSE a la 
capacité d’altérer son état de différenciation. Ainsi, lors de la réparation de la surface 
ovarienne suite  à une ovulation, les cellules de l’OSE acquièrent un phénotype stromal. 
Cependant, lors de la progression tumorale ou en métaplasie, les cellules de l’épithélium 
développent des caractéristiques complexes des épithéliums dérivés comme par exemple les 
canaux Mülleriens. Ces caractéristiques démontrent qu’en fait l’épithélium de surface des 
ovaires serait plus rapproché de son précurseur embryonnaire pluripotent que les autres 
organes dérivés de l’épithélium cœlomique [33]. Les changements de différentiation de cet 
épithélium à la base assez simple font en sorte qu’au niveau de l’histologie,  les carcinomes 
ovariens sont parmi les cancers humains les plus complexes.  
 Les tumeurs ovariennes du type séreux représentent l’histopathologie la plus 
fréquente, en effet de 40 à 60% (certains affirment jusqu’à 80%) des carcinomes ovariens 
seraient de ce type [23, 49].  Environ 50% des ces tumeurs seraient malignes,  33% 
bénignes et 17% à faible potentiel de malignité. Les tumeurs malignes séreuses présentent 
surtout une architecture cellulaire papillaire qui ressemble à celle des cellules des trompes 
de Fallope. Cependant, les apparences histologiques internes de ces tumeurs peuvent 
grandement varier.  Aux stades avancés, elles sont bilatérales dans environ 75% des cas. 
Les tumeurs séreuses sont diagnostiquées le plus souvent chez les femmes de 40 à 60 ans et 
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le taux de survie à cinq ans de ces patientes n’est que de 20 à 30% suite au diagnostique 
[23, 50]. 
 Environ 15 à 20% des EOC sont du type histopathologique endométrioïde et les 
cellules qui composent ces tumeurs présentent des caractéristiques des cellules de 
l’endomètre. De plus, la majorité des ces tumeurs (soit environ 80%) sont malignes et elles 
sont surtout diagnostiquées chez les femmes péri- ou post-ménopausées (50-70 ans).  
Comme les tumeurs endometrioïdes sont surtout diagnostiquées au stade I ou II de la 
maladie, le pronostic des patientes diagnostiquées est meilleur avec un taux de survie à cinq 
ans de plus de 50%.  Les cancers endometrioïdes sont bilatéraux dans environ 30% des cas 
et 15 à 20% sont associés avec un carcinome de l’endomètre [50]. 
 Les tumeurs mucineuses sont caractérisées par la prolifération de cellules qui 
peuvent secréter de la mucine et dont l’histologie rappelle celle de l’épithélium 
endocervical ou intestinal. Elles sont moins fréquentes que les tumeurs séreuses et 
représentent environ 12 à 15% des tumeurs ovariennes. Ce sont des tumeurs habituellement 
assez grosses (>20 cm de diamètre) mais dont la majorité sont bénignes (75-80%). Les 
tumeurs mucineuses malignes comptent pour moins de 5% des cancers épithéliaux de 
l’ovaire. Les tumeurs mucineuses sont rarement bilatérales et la survie des patientes à cinq 
ans est similaire à celle des patientes atteintes d’une tumeur endométrioïde (50%) [23, 49, 
50].  
 Un autre type d’EOC est représenté par les tumeurs à cellules claires qui comptent 
pour environ 6% des tumeurs épithéliales. Ces tumeurs se caractérisent par la présence de 
larges cellules remplies de glycogène. Leur architecture histologique est assez complexe 
avec des caractéristiques papillaires, glandulaires, tubulo-kystiques ou encore comportant 
des zones de cellules compactes.  Malgré le fait que la plupart de ces tumeurs sont 
diagnostiquées aux stades précoces (I ou II), le pronostic n’est pas très favorable et la survie 
à 5 ans chute de 69% au premier stade à 14% au deuxième. Cependant, il faut souligner que 
les tumeurs à cellules claires sont plus difficiles à traiter puisqu’elles ont un taux de réponse 
à la chimiothérapie plus faible. 
  
 
28
 Finalement, une dernière catégorie comprend les tumeurs qu’on qualifie de rares, 
soit les tumeurs de Brenner, les tumeurs à cellules transitionnelles, les tumeurs mixtes 
épithéliales et les carcinomes indifférenciés. Les tumeurs de Brenner sont majoritaierement 
bénignes, mais lorsque malignes, elles peuvent être associées aux cellules transitionnelles. 
Les tumeurs mixtes épithéliales sont diagnostiquées lorsqu’au moins deux des cinq 
éléments histologiquement distincts décrits plus haut sont présents et que chacun constitue 
au moins 10% de la tumeur. La catégorie des carcinomes indifférenciés regroupe toutes les 
tumeurs épithéliales trop peu différenciées pour être incluses dans une ou l’autres des 
catégories précédentes. Environ 2% des tumeurs sont des carcinomes indifférenciés [23, 49, 
50].  
 
Chapitre 2.3 La carcinogenèse d’EOC 
Chapitre 2.3.1 Ovulation incessante 
 La majorité des cancers ovariens ont pour origine l’épithélium de surface des 
ovaires et différentes hypothèses ont été émises afin d’expliquer la fréquences et la 
carcinogenèse du cancer épithélial de l’ovaire. Le fait que les cellules de l’épithélium de 
surface soient appelées à se diviser rapidement et possèdent un haut taux de prolifération 
suite à la réparation d’une blessure post-ovulatoire peut être un facteur important dans 
l’initiation du cancer épithélial de l’ovaire [36]. Ainsi, il est connu que les femmes 
nullipares ont un risque accru (de 30 à 60%) de développer le cancer de l’ovaire versus les 
femmes mutlipares [51, 52]. Basé sur cette observation, le pathologiste du nom de Fathalla 
fut le premier à proposer en 1971 l’hypothèse de l’ovulation incessante [53]. Selon cette 
théorie, la rupture fréquente de la surface de l’épithélium durant l’ovulation serait un 
processus de prédisposition maligne. Il a également fait référence aux données des études 
sur des poules forcées à ovuler incessamment et qui présentaient une haute fréquence de 
carcinomatose péritonéale probablement d’origine ovarienne [54]. Fathalla croyait qu’il 
devait y avoir un lien entre la transformation et les répétitions fréquentes de divisions 
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cellulaires de l’épithélium de surface afin de réparer la blessure suite à l’ovulation. De 
nombreuses études épidémiologiques ont effectivement démontré que l’accumulation des 
cycles ovulatoires est un facteur qui augmente le risque du cancer de l’ovaire [55]. De plus, 
nous savons que le simple processus de réplication d’ADN est mutagénique en soi puisqu’il 
est prompt à l’erreur [56]. Ceci est encore plus important au niveau du OSE qui est un tissu 
génétiquement fragile à la transformation.  En effet, en comparaison aux épithéliums qui 
doivent être régénérés fréquemment (ex. : intestin ou peau), les cellules de l’épithélium 
ovarien sont moins bien adaptées pour réparer les blessures. Des études in vitro ont montré 
que les cellules maintenues en quiescence par l’inhibition de contact présentent moins de 
signes de transformation que les cellules de l’OSE en croissance [57, 58]. Ainsi, les 
facteurs comme les contraceptifs oraux et la grossesse protègent entre autres contre le 
cancer de l’ovaire en diminuant le nombre d’ovulations [33, 34, 55, 59]. Des éléments 
supplémentaires sont venus appuyer l‘hypothèse de l’ovulation incessante comme 
l’augmentation de l’incidence des cancers ovariens chez les femmes ayant subit des 
stimulations d’ovulation dans le cadre d’un traitement de stérilité et une incidence plus 
élevée des EOC chez les religieuses et les femmes célibataires [23, 41, 48, 60]. 
 
Chapitre 2.3.2 Kystes d’inclusion 
 Les cancers épithéliaux de surface peuvent également être originaires des cellules 
épithéliales à l’intérieur des invaginations épithéliales, ou kystes d’inclusions, que l’on 
retrouve dans le stroma. En effet, les kystes d’inclusion sont non seulement souvent des 
sites de metaplasies bénignes où les cellules peuvent présenter des caractéristiques de 
l’épithélium des canaux mülleriens, mais également des sites de progression néoplasique 
précoce [61-63]. On a longtemps cru que ces invaginations étaient formées lors de la 
réparation de l’épithélium de surface suite à la rupture des follicules lors l’ovulation et que 
la formation des kystes d’inclusion était dépendante de la fréquence d’ovulation. 
Cependant, Scully et al. [63] ont démontré que les femmes mutlipares qui ovulent donc 
moins souvent que les femmes nullipares présentent un plus grand nombre de ces kystes 
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d’inclusion. De plus, un nombre particulièrement élevé de ces dernières a été retrouvé chez 
des femmes atteintes du syndrome des ovaires polykystiques, une maladie qui est 
caractérisée par une absence d’ovulation.  Il est très probable que la formation de kystes 
d’inclusion est un processus dynamique entre l’épithélium de surface et le stroma sous-
jacent. Cependant, les recherches de Scully l’ont également amené à une hypothèse où les 
kystes d’inclusion pourraient être le résultat d’une adhérence d’OSE aux sites 
d’invaginations combinée à une prolifération locale des cellules du stroma [63].  
 Une fois les kystes d’inclusion formés, les cellules du OSE se trouvent alors dans un 
microenvironnement nouveau, riche en hormones qui peuvent altérer la différenciation et la 
croissance de ces cellules ou encore induire une transformation néoplasique des cellules 
« vulnérables » comportant des dommages à l’ADN. Deux différents scénarios ont été 
proposés pour expliquer la susceptibilité de ces cellules à développer des tumeurs. Tout 
d’abord, l’épithélium de surface emprisonné dans un kyste d’inclusion n’est plus séparé du 
stroma par la membrane basale. Ainsi, ces cellules épithéliales ont un accès plus facile aux 
facteurs de croissance, cytokines et autres molécules bioactives qui peuvent promouvoir 
une progression néoplasique. En effet, certaines études des kystes d’inclusion proches de la 
surface ovarienne ont appuyé cette hypothèse en décrivant des changements metaplasiques 
ou dysplasiques plus prononcés du côté rapproché du stroma par rapport à celle à proximité 
de la membrane basale [62, 63]. Deuxièmement, il a été proposé que la progression 
néoplasique des cellules du OSE à l’intérieur des kystes serait stimulée par des mécanismes 
autocrines.  Les cytokines et les hormones dérivées du OSE à la surface des ovaires sont 
normalement diffusées dan la cavité pelvienne. Cependant, confinées dans le kyste ces 
agents peuvent s’accumuler à des concentrations bioactives capables d’induire des 
changements néoplasiques. Cette hypothèse est supportée par des études qui ont démontré 
que l’OSE est capable de sécréter des cytokines telles que IL-1 et IL-6 [64] et que ces 
dernières améliorent la prolifération des carcinomes ovariens [65, 66]. 
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Chapitre 2.3.3 Gonadotrophine 
 Dans les années 1990, de nouvelles études montraient que les femmes qui ont subi 
des traitements de fertilité présentaient un risque plus élevé de développer des tumeurs 
ovariennes autant bénignes que malignes [67-69]. Les drogues utilisées afin de stimuler ou 
induire l’ovulation chez ces femmes contenaient des hormones gonadotrophiques ou encore 
des stimulants de la sécrétion intrinsèque de la gonadotrophine. Ainsi, une hypothèse fût 
émise stipulant la possibilité de relation entre les gonadotrophines et la carcinogenèse 
ovarienne. Ainsi, des niveaux élevés de gonadotrophines telles que la FSH et la LH 
stimuleraient la production d’œstrogène et donc la prolifération de l’OSE et plus 
particulièrement du OSE à l’intérieur des kystes d’inclusion [70]. Cette hypothèse est 
supportée par le fait que les cancers ovariens se développent le plus souvent chez les 
femmes péri- ou post-ménopausées quand les niveaux de gonadotrophines sériques sont les 
plus élevés [53]. De plus, les risques de développer un cancer épithélial de l’ovaire sont 
plus élevés chez les patientes atteintes du syndrome polykystique des ovaires qui est 
caractérisé par une hypersécrétion de la LH [71]. L’hypothèse de la gonadotrophine comme 
un facteur important pour la tumorigenèse ovarienne est encore sujet à débat [72-76]. En 
effet, certaines études ont montré que l’allaitement est un facteur protecteur au 
développement de l’EOC et ce malgré une augmentation du niveau de la FSH [77, 78]. De 
plus, même si les gonadotrophines sont connues pour stimuler la tumorigenèse des gonades 
dans les animaux expérimentaux, les tumeurs développées ne sont pas des carcinomes mais 
plutôt des tumeurs semblables aux tumeurs de la granulosa [79]. 
 
Chapitre 2.3.4 L’endométriose 
 Une autre hypothèse de l’origine du cancer stipule que l’endometriose serait être à 
l’origine du cancer de l’ovaire. Les premières études effectuées par Samson et al. décrivant 
le lien possible entre ces deux maladies remontent jusqu’en 1925 [80]. Depuis, de 
nombreuses études ont démontré ce lien possible  [81-83]. L’endométriose est une maladie 
gynécologique assez commune dont la prévalence chez les femmes préménopausées d’âge 
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adulte est d’environ 10% [84]. Cette maladie est caractérisée par la présence de tissu 
endométrioïde à l’extérieur de la cavité utérine et en particulier sur les trompes de Fallope 
et au niveau de ovaires [85]. L’endométriose est une maladie bénigne. Cependant elle 
présente également des caractéristiques normalement attribuables à une maladie maligne 
comme le développement d’implants locaux et distants, l’attachement, l’invasion et 
dommages aux tissus avoisinants, sans pour autant conduire jusqu’au décès de la patiente 
atteinte [86]. Certaine études démontrent que le risque de développer un cancer de l’ovaire 
(du type endométrioïde ou des cellules claires invasif) triple chez les femmes qui sont ou 
ont été atteintes d’endométriose [87]. Certains types d’endométrioses, comme celles 
présentes sur les ovaires, seraient donc une maladie de nature pré-maligne qui 
prédisposerait les femmes atteintes à développer un cancer de l’ovaire. 
Chapitre 2.3.5 La trompe de Fallope 
 Depuis quelques années, de plus en plus d’attention est accordée au rôle que peut 
jouer la trompe de Fallope dans la genèse du cancer épithélial de l’ovaire surtout dans le cas 
des cancers de haut grade. En 2001, Piek et al. ont remarqué lors de l’examen de 
l’épithélium de la fimbriae provenant de patientes mutées en BRCA1 ayant subi des 
ovariectomies prophylactiques une incidence de 50% de dysplasies épithéliales [88].  
L’épithélium de surface de la fimbriae est composé de deux types de cellules, les cellules 
sécrétoires et les cellules ciliées. Dans leur étude, Piek et al. ont constaté dans les régions 
dysplasique de la fimbriae une perte totale des cellules ciliées et une transition vers un 
profil sécrétoire avec une augmentation de prolifération. Des études subséquentes ont 
également décrit la présence de tumeurs dans les trompes de Fallope chez les femmes 
mutées en BRCA, qui ont un risque plus élevé de développer des cancers ovariens [89-91]. 
Des études plus précises avec des cohortes plus grandes de patientes à risque ont montré de 
plus que les carcinomes de trompes de Fallope se situent surtout dans la partie fimbriae et 
que beaucoup de ces tumeurs sont de type séreux [92, 93]. Ainsi, on croît que lorsque la 
partie distale (soit la fimbriae qui est exposée au même milieu inflammatoire et hormonal 
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que l’EOC) frotte sur l’ovaire, elle y dépose à la surface des cellules cancéreuses qui vont 
croître en tumeurs. 
 À la lumière de ces recherches, un modèle fût proposé qui intègre les différentes 
origines possibles du cancer épithélial de l’ovaire. Ainsi, on suggère qu’il y aurait deux 
différentes voies de formation de cancers de l’ovaire. Tout d’abord, dans les cas des cancers 
de haut grade de type séreux, l’hypothèse de l’origine de la trompe de Fallope serait 
favorisée. Donc, une combinaison de mutations du gène suppresseur de tumeurs p53 et du 
stress génotoxique mènerait à une expansion clonale de cellules sécrétoires de l ‘épithélium 
de la fimbriae et éventuellement le développement de carcinomes. Ensuite, ces cellules 
migreraient vers l’épithélium de surface de l’ovaire où il y aura alors une rapide croissance 
tumorale. La deuxième voie, implique la formation de tumeurs à partir des kystes 
d’inclusion ou encore de l’endométriose qui seraient à l’origine de tumeurs de bas grade qui 
se développent plus lentement (soit de type endometrioïde, mucineux, cellules claires et 
séreux bas grade) suite à l’accumulation de différentes mutations [94, 95]. 
  
Chapitre 2.4 Les aspects cliniques de l’EOC 
Chapitre 2.4.1 Séméiologie 
 Les symptômes provoqués par le développement d’un cancer ovarien sont souvent 
vagues, difficilement décelables et parfois trompeurs. Inconfort, douleur ou pression à 
l’abdomen, indigestion, flatulences, malaises gastriques, une miction plus fréquente, 
nausées font parties des symptômes de la maladie précoce où les chances de guérison sont 
encore très bonnes [23]. Cependant, ces symptômes déroutants font en sorte que la majorité 
des cancers sont diagnostiqués à un stade avancé et parfois ce diagnostique est fait par des 
médecin gastroentérologues ou des chirurgiens généralistes. Certaines études ont montré 
que le genre de symptômes peut avoir un impact direct sur la survie de la patiente. En effet, 
lorsque parmi les symptômes on retrouve un saignement vaginal, la survie de ces patientes 
à 5 ans monte à plus de 45% versus des patientes qui présentaient des symptômes comme la 
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constipation, un amaigrissement, des douleurs abdominales ou même un ascite [96]. De 
plus, le fait que les ovaires se trouvent profondément dans la cavité péritonéale fait en sorte 
que la tumeur peut atteindre une taille importante avant qu’elle ne soit décelable à l’examen 
clinique ou encore dérangeante pour les mouvements de la patiente. Le cancer épithélial de 
l’ovaire est souvent appelé le « tueur silencieux » puisque lorsque les symptômes sont 
décelés et associés à cette maladie, la survies des patientes est fortement compromise. 
 
Chapitre 2.4.2 Diagnostique 
 À ce jour, il n’existe pas encore de programme de dépistage efficace pour l’EOC et 
donc le diagnostic s’effectue malheureusemenet le plus souvent lors de l’examen 
gynécologique routinier ou encore suite à l’apparition des symptômes. Cette situation mène 
souvent à un délai au niveau du diagnostique et donc un plus grand risque de mortalité 
associé avec la détection tardive de l’EOC. Étant donné que la prévention ou encore la 
détection précoce de l’EOC sont les meilleurs moyens de lutter contre ce cancer, il est 
primordial que les femmes ainsi que les cliniciens soient bien éduqués à reconnaître et 
réagir le plus rapidement possible face aux symptômes connus. Ainsi, la première étape du 
dépistage est le plus souvent la palpation de l’abdomen afin de vérifier s’il y a présence de 
masses. Cependant, comme les ovaires sont de petites glandes bien enfouies dans 
l’abdomen et que la palpation reste un test de nature subjective, des petites masses aux 
stades précoces et mêmes de plus grandes masses aux stades plus avancés peuvent 
facilement passer inaperçues. Lorsque le médecin soupçonne le présence d’une tumeur 
ovarienne des tests d’imagerie (ultra-son, CT scan ou MRI) de l’abdomen et de la cavité 
pelvienne sont recommandés. Ces examens ne sont pas assez précis afin de donner un 
diagnostique de cancer de l’ovaire mais, ils peuvent fournir un peu plus d’information au 
sujet de la localisation et l’étendue du possible cancer. En plus des tests d’imagerie, on 
effectue une mesure de niveau de CA125 sanguin. Le CA125 est un antigène tumoral qui a 
été identifié pour la première fois en 1981 à l’aide d’un anticorps monoclonal murin 
spécifique pour le cancer épithélial de l’ovaire type séreux [97]. Le CA125 est une large 
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glycoprotéine transmembranaire encodée par le gène mucine 16 (MUC16) et composée de 
trois domaines, soit la queue cytoplasmique, le site de phosphorylation pour un clivage 
protéolytique et un domaine transmembranaire. C’est ce deuxième domaine qui contient 
l’épitope CA125 qui est reconnu par l’anticorps monoclonal [97]. Le CA125 était un 
marqueur très prometteur puisqu’il est détecté à des niveaux plus élevés (35U/mL) chez la 
majorité des patientes atteintes d’un EOC avancé. Cependant, seulement dans 50% des cas 
de cancers ovariens précoces sont caractérisés par des niveaux d’expression plus élevés de 
CA125 [98]. En plus de cette pauvre sensibilité pour des cancers ovariens aux étapes 
précoces, la spécificité de CA125 est limitée par le fait que différentes conditions bénignes 
tant gynécologiques que non-gynécologiques (ex. endométriose, salpingite, hépatite, 
péritonite)  peuvent être la cause d’une surexpression de cet antigène. Les analyses de 
niveaux d’expression de cet antigène sont de plus compliquées par l’âge de la patiente. 
Ainsi, chez les femmes préménopausées, la principale cause de CA125 élevé, dont les 
niveaux peuvent atteindre plus de 1000U/mL, est l’endométriose [99]. Cependant, comme 
il est moins probable que ce type de maladie affecte les femmes postménopausées, les 
niveaux élevés de CA125 sont beaucoup plus inquiétants chez ces patientes. En effet, un 
niveau de plus de 65U/mL est indicateur de cancer ovarien chez 98% des ces femmes 
[100]. Même si ce marqueur n’est pas optimal pour le dépistage du cancer de l’ovaire, il est 
très utile pour surveiller et évaluer la réponse à la chimiothérapie, la rechute et la 
progression de la maladie chez les patientes atteintes d’EOC [101]. Malheureusement, chez 
les patientes qui semblent être en rémission complète, une augmentation de l’expression de 
CA125 précède souvent une rechute au bout de trois mois environ. Également, une 
expression persistante post-chirurgie indique dans 95% des cas la présence continue de la 
maladie [102]. Là encore, le CA125 n’est pas un marquer infaillible. Dans environ 20% des 
cas de cancers ovariens, il n’y a pas de surexpression de CA125. Finalement, dans la 
majorité des cas de cancers ovariens, la chirurgie et les traitements ne sont pas curatifs, 
alors la détection plus ou moins précoce de rechute n’a pas d’impact réel sur la survie des 
patientes [103]. Le CA125, à cause de son manque de sensibilité et de spécificité, n’est pas 
un bon outil diagnostique à lui seul et donc les chercheurs se tournent de plus en plus vers 
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une combinaison de marqueurs afin d’améliorer la détection précoce des cancers ovarien et, 
par effet même, la survie des patientes. 
 Lorsque la présence d’une tumeur est suspectée chez une patiente qui présente les 
symptômes du cancer et qui a été évaluée par l’examen physique, la mesure d’expression 
du CA125 et par imagerie, elle subit généralement une chirurgie cytoréductive. C’est à ce 
moment qu’on obtient le diagnostique le plus précis. En effet, lors de l’opération, des 
échantillons de la tumeur sont immédiatement envoyés à un pathologiste qui détermine 
alors le grade et le type de cancer présent. Selon le résultat, la chirurgie peut varier de 
simplement cytoréductive où on enlève le plus possible la tumeur visible en préservant les 
organes et tissus à proximité, ou encore plus invasive où l’exérèse de plusieurs organes 
(ovaire, trompe de Fallope et utérus) est effectuée. 
Chapitre 2.4.2 Traitement 
 Les traitements prescrits à une patiente vont dépendre principalement de trois 
facteurs généraux. Tout d’abord, de la santé générale de la patiente, ensuite du type de 
cancer ovarien diagnostiqué et finalement du stade et du grade de la tumeur. Une chirurgie 
cytoréductive optimale effectuée par un/une chirurgien(ne) oncologue est souvent à 
l’origine des meilleurs résultats suivant les traitements prescrits ultérieurement à la patiente.  
 L’exérèse du ou des ovaires atteints par des tumeurs BOV peut être effectuée par 
laparascopie dans les cas où la taille de ces tumeurs est inférieure à 10 cm. Ce type de 
chirurgie implique l’insertion par de petites incisions d’un laparoscope (instrument de 
visualisation), de pinces et de ciseaux.  Cette procédure est moins invasive et 
incommodante pour la patiente comparée à une laparotomie qui est une incision dans 
l’abdomen permettant l’accès aux organes abdominaux et pelviens. La tumeur BOV est 
ensachée afin d’éviter la dissémination de cellules et extirpée de la cavité abdominale.  
Aux stades précoces de la maladie, soit les stades Ia et Ib où les cellules tumorales 
sont encore bien différenciées et bien encapsulées, la chirurgie seule est souvent suffisante 
pour être curative. Ainsi, selon l’âge de la patiente, la chirurgie implique la plupart du 
temps une hystérectomie abdominale complète, omentectomie et des biopsies pelviennes. 
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Cependant, chez des patientes plus jeunes qui désirent préserver leur fertilité et dont la 
tumeur est localisée à un seul ovaire avec une histologie encourageante, la chirurgie peut 
être plutôt conservatrice et il y a exérèse d’un seul des ovaires ainsi que de la trompe de 
Fallope. Il faut souligner que les risques de récidives sont alors plus importants. Dans le cas 
où les lésions tumorales à ces stades précoces ne sont pas bien différenciées en plus d’être 
densément adhérentes et présentent une histologie à cellules claires, la chimiothérapie est 
recommandée en plus de la chirurgie [23, 46, 104]. 
Finalement les patientes qui ont un diagnostique de tumeurs invasives vont subir 
une laparatomie incluant une hystérectomie abdominale totale, une salping-ovariectomie 
bilatérale (exérèse des deux ovaires et des trompes de Fallope), omentectomie et la 
stadification totale. Dans le but d’effectuer une cytoréduction optimale de tous les sites 
tumoraux, le chirurgien effectue parfois la résection de plusieurs autres portions d’organes 
comme par exemple les intestins ou le péritoine. La chirurgie est normalement suivie d’une 
chimiothérapie qui est composée d’un traitement de carboplatin et paclitaxel pendant six 
cycles. Si la chirurgie cytoreductive primaire n’est pas optimale, alors une deuxième 
chirurgie peut être considérée (après trois cycles de chimiothérapie) lorsque la patiente 
répond bien aux traitements de chimiothérapie [46, 105].  
Suite aux traitements, les patientes sont suivies à intervalles de trois mois pour les 
deux premières années, ensuite au quatre mois durant la troisième année et à tous les six 
mois pour la quatrième et cinquième année. Le suivi inclut un examen médical (incluant un 
examen pelvien) et  la mesure du niveau de CA125. Lorsqu’une masse est détectée ou 
encore que le niveau de CA125 augmente, une analyse par imagerie (CT scan ou encore 
PET scan) est recommandée.  
 Selon la durée de l’intervalle libre de progression, différentes options de traitement 
secondaire peuvent être proposées. Ainsi, pour les patientes dont la récurrence a lieu plus 
d’un an après la chirurgie, une exérèse de la tumeur récurrente peut être proposée. Lorsque 
la tumeur est détectée de nouveau plus de six mois après la chimiothérapie initiale, une 
seconde ligne de traitement est utilisée par chimiothérapie de combinaison basée à base de 
sels de platine (carboplatine/paclitaxel ou carboplatine/gemcitabine). Malheureusement, 
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pour les patientes dont l’intervalle libre de progression est très court (moins de 6 mois), une 
chimiothérapie palliative doit être envisagée (doxorubicin, gemcitabine ou topotecan) [46, 
104]. 
 Malgré de nombreux progrès dans les connaissances reliées à l’étiologie du cancer 
de l’ovaire ainsi qu’une chirurgie cytoréductive agressive et de nouvelles combinaisons de 
chimiothérapie, le taux de mortalité relié au cancer de l’ovaire n’a pas changé depuis les 30 
dernières années et approximativement 60% des femmes qui développent ce cancer vont 
mourir de la maladie. Il est important de souligner cependant, que malgré un taux inchangé 
au niveau de la mortalité, l’intervalle entre le moment du diagnostique et le décès est plus 
long. De nombreux facteurs font en sorte que le cancer de l’ovaire est une maladie très 
complexe. Les cellules tumorales, leurs anomalies, mutations, les tissus stromaux, la 
néovascularisation  ou l’angiogenèse, les réponses inflammatoires et toutes les réponses de 
l’hôte à la tumeur font tous en sorte que très rapidement on comprend que l’étude de la 
tumorigenèse directement chez l’humain devient à la limite impossible en plus soulever des 
questions d’ordre éthique.  
 
Chapitre 2.5 Les modèles d’étude du cancer de l’ovaire 
 La science expérimentale progresse en contrôlant une variable à la fois et en 
observant les effets générés par la modulation de cette variable. Les modèles 
expérimentaux sont donc d’une importance cruciale afin de comprendre les facteurs 
biologiques et génétiques qui jouent des rôles fondamentaux dans la maladie du cancer de 
l’ovaire. Le but ultime de la recherche fondamentale est la capacité d’extrapoler nos 
résultats vers les cancers chez l’humain dans le but de développer des meilleures moyens de 
dépistages, des nouvelles stratégies thérapeutiques et ultimement améliorer le diagnostique 
des patientes afin de changer la finalité de la maladie du décès vers la guérison. 
L’utilisation de modèles expérimentaux est inévitable en recherche. Cependant, un mauvais 
choix du modèle pour l’étude d’un problème donné peut compromettre un programme de 
recherche des plus inspiré et méticuleux. L’inconvénient majeur des modèles 
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expérimentaux demeure le fait que de par leur nature, ce ne sont que des représentations 
imparfaites  de la maladie et de sa dynamique in vivo chez l’hôte. 
 Différent types de modèles ont été développées au fil des ans afin de faciliter ou 
rendre plus accessibles les études sur le cancer. Tous ces modèles ont des avantages et des 
désavantages qui doivent être pris en considération lors de leur choix pour des études 
subséquentes. 
 
Chapitre 2.5.1 Les tissus tumoraux 
 Les tissus tumoraux provenant de la patiente atteinte d’EOC sont sans doute le 
modèle le plus représentatif de la maladie humaine in vivo au moment où l’échantillon est 
prélevé. Cependant, la difficulté d’étudier ce modèle réside principalement dans le fait qu’il 
est difficilement accessible et peu reproductible d’une expérience à l’autre. De plus, les 
tissus tumoraux sont composés de populations de cellules très hétérogènes avec des sous 
populations de cellules variables [106, 107]. Ce désavantage peut cependant être vu 
également comme un avantage. En effet, l’hétérogénéité présente dans les tissus reflète la 
complexité du microenvironnement tumoral qui peut moduler la croissance ainsi que les 
interactions cellulaires. Une autre difficulté qui peut être rencontrée lors de l’étude de ce 
modèle est le fait que les populations cellulaires d’intérêt peuvent être minoritaires dans 
certains types de cancer limitant ainsi l’accès aux cellules étudiées. La microdissection au 
laser est une technologie relativement récente qui nous permet d’isoler des populations 
homogènes de cellules à l’intérieur même de l’environnement tissulaire où elles se trouvent 
et ainsi surmonter le problème de l’hétérogénéité cellulaire [108]. Cette technologie rend 
également possible la séparation et l’analyse des différentes sous-populations de cellules à 
l’intérieur d’une néoplasie et d’identifier des propriétés ou caractéristiques qui leur sont 
propres. Ces études élégantes peuvent fournir des informations cruciales sur la biologie 
tumorale [106]. Le principal défaut de cette technologie, en plus des coûts élevés pour la 
mise en place et l’utilisation du système, est le fait que les échantillons obtenus sont 
souvent de très petite taille. Les études subséquentes demandent donc une amplification, ce 
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qui peut introduire un certain biais. L’interprétation des études des tissus tumoraux entiers 
peut également être compromise par la présence importante de cellules mortes par rapport 
aux cellules vivantes.  
Les tissus tumoraux sont par contre d’une importance cruciale pour la dérivation des 
lignées cellulaires, un modèle beaucoup plus accessible et maniable pour la recherche. 
Finalement, nous ne pouvons nier l’importance des tissus tumoraux (et normaux) dans les 
études d’immunohistochimie. En effet, la pertinence et la validité de plusieurs facteurs 
découverts in vitro par l’utilisation des modèles de cultures cellulaires peuvent être 
vérifiées au niveau des tissus avant de procéder aux études plus poussées. Ceci est surtout 
mis en valeur par l’utilisation des micro-étalages de tissus (TMA) qui nous permettent 
d’étudier des dizaines (voir des centaines) de patientes en une seule expérience. 
 Les TMA sont des blocs de paraffine qui peuvent contenir jusqu’à 1000 échantillons 
de tissus (Figure 11, page 41) [109, 110]. La méthode pour générer des TMA consiste à 
prélever une carotte de tissu provenant des blocs de paraffine contenant des tumeurs ou 
encore des biopsies à l’aide d’une aiguille creuse. Ces échantillons sont ensuite insérés dans 
un bloc de paraffine qu’on appelle receveur et ce, de façon ordonnée, afin de maximiser le 
nombre d’échantillons présents [109]. Cette méthode a l’avantage de nous permettre 
d’étudier plusieurs échantillons à la fois, ce qui représente une importante économie de 
temps et de réactifs. Cette méthode peut également être appliquée à des lignées cellulaires 
ou des échantillons de cellules qu’on retrouve en petite quantité. 
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Figure 11. Un exemple de micro-étalage de tissus (TMA). 
L’image de gauche représente un TMA entier. Il est composé de dizaines d’échantillons 
insérés dans un bloc de paraffine. L’image de droite montre un agrandissement des 
échantillons individuels inclus dans le TMA tels que vus au microscope. 
 
 
Chapitre 2.5.2 Le modèle animal 
 Les difficultés au niveau de l’accessibilité des tumeurs et des échantillons de 
tumeurs ainsi que la diversité génétique font en sorte qu’il est très difficile d’étudier la 
tumorigenèse chez l’humain. Les systèmes expérimentaux in vitro, même si essentiels, ne 
peuvent remplacer ou reproduire exactement les conditions in vivo des tumeurs d’où 
l’importance des modèles expérimentaux animaux. L’importance de l’utilisation des 
animaux en recherche expérimentale, même si controversée, a été reconnue depuis très 
longtemps. L’objectif principal de l’utilisation des modèles animaux est de déterminer, 
projeter ou essayer de prévoir l’impact d’un traitement chez l’humain. L’un des modèles les 
plus utilisés en recherche sur le cancer est la souris.  
‘Of all the laboratory mammals, probably none has contributed more to the 
advancement of knowledge than the common mouse’   
George D.Snell [111] 
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Toutes les puissantes techniques de manipulation génétique au niveau de la souris 
que l’on connaît aujourd’hui pourraient nous faire croire que cette phrase fut prononcée par 
Snell à peine hier. C’était déjà en 1941, seulement 34 ans après que Clarence Cook Little ne 
commence ses études sur l’héritage de la couleur de la fourrure que Snell reconnu 
l’importance de ce petit animal dans les études scientifiques. Clarence Cook Little fut 
d’ailleurs le premier à avoir développé une lignée de souris génétiquement homogènes (soit 
la DBA) et elle est encore utilisée aujourd’hui [112]. Depuis l’avènement de transgénèse et 
du ciblage génétique pour créer de nouvelles lignées de souris susceptibles de développer 
différents cancers, l’utilisation des souris au niveau de la recherche sur le cancer a 
augmenté significativement.  C’est à l’aide de ces nouvelles lignées de souris que nous 
avons pu mieux comprendre les gènes impliqués dans la tumorigenèse humaine, la 
progression histopathologique des cancer ainsi que les voies de signalisation impliquées. 
De plus en plus, nous sommes conscients que le cancer n’est pas une maladie de quelques 
cellules génétiquement dérégulées mais plutôt une maladie de l’organisme. Des interactions 
complexes entre la tumeur et l’hôte font en sorte que certains aspects de la maladie du 
cancer ne peuvent être étudiés que dans le contexte d’un organisme entier où les néoplasies 
se développent dans un microenvironnement particulier. Ainsi, l’avancement de la 
recherche tant fondamentale que clinique s’appuie énormément sur l’utilisation des 
modèles animaux et en particulier des souris transgéniques. 
 Il existe quelques modèles animaux qui peuvent développer des cancers ovariens 
spontanément ou encore suite à une induction par différents facteurs. Les modèles animaux 
ainsi générés nous ont permis d’étudier différents gènes et voies moléculaires impliqués 
dans le développement et la croissance de ces cancers [113, 114]. Cependant, afin 
d’identifier des outils indispensables pour un diagnostique précoce qui est associé à une 
survie très élevée chez patientes atteintes, nous avons besoin d’un modèle qui nous 
permettrait d’étudier les évènements précoces et donc l’initiation des EOC. 
 Le modèle animal n’est pas sans défauts et même si nous avons plusieurs 
similitudes, les différences entre les espèces peuvent jouer un rôle important au niveau de 
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l’étude des maladies humaines. La souris diffère de l’homme au niveau du développement 
et si on regarde seulement au niveau de la taille, chez la souris il y a considérablement 
moins de tissus cibles pour les transformations oncogéniques. Il ne faut pas également 
oublier que la physiologie de la souris est différente de celle de l’humain. Au niveau de 
l’ovaire par exemple, on peut observer une membrane autour des ovaires (bourse 
ovarienne) qu’on ne retrouve pas chez la femme. De plus, chez l’humain une maladie 
comme le cancer peut être latente pendant des dizaines d’année. Chez la souris par contre, 
la longévité étant plus courte elle peut affecter l’apparition et la progression de la tumeur de 
façon différente [2]. Toutes ces différences entre espèces font en sorte que l’efficacité d’un 
traitement compétent chez la souris n’est pas toujours reproductible chez l’humain [115]. 
Le développement d’un modèle complexe comme la souris exige un important 
investissement de temps et de moyens ce qui engendre le débat autour de l’utilité de ce 
modèle dans le développement et la vérification de l’efficacité des traitements destinés aux 
humains.  
 Il est important de souligner que même si la souris est le modèle animal le plus 
souvent utilisé, d’autres animaux ont déjà été envisagés pour l’étude du cancer des ovaires. 
Ainsi, à cause de la haute fréquence de l’ovulation due à la pondaison, les poules 
démontrent le développement sporadique de tumeurs ovariennes [54]. Des rats de souche 
Winstar et Sprague-Dawley ont également la capacité de développer spontanément des 
tumeurs aux ovaires [116, 117]. Ces modèles restent cependant peu pratiques puisque 
l’apparition des tumeurs est très sporadique et le temps de développement est très long. 
 
Chapitre 2.5.3 Les xénogreffes 
 Les xénogreffes représentent une façon alternative d’utiliser les modèles animaux 
sans pour autant effectuer des changements génétiques au niveau de leurs génomes. La 
xénogreffe par définition est une greffe de tissu ou de cellules entre différentes espèces. 
Dans le cas des modèles du cancer, on utilise le plus souvent des souris immunodéficientes 
(NU athymiques ou SCID avec immunodéficience combinée sévère) dans lesquelles on 
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injecte des cellules tumorales provenant directement des tissus tumoraux (comme par 
exemple des biopsies) ou encore à partir des cultures cellulaires [118]. Rygaard et Povlsen 
furent les premiers à rapporter des résultats de croissance tumorale dans une souris NU 
immunodéficiente [119]. Depuis cette découverte, on a effectué des xénogreffes de tous les 
types majeurs de tumeurs humaines dans les souris NU ou SCID et ceci est principalement 
dû au fait que ce type de modèle est très souvent utilisé au niveau du développement 
préclinique de nouvelles drogues anticancéreuses [118]. Le principal avantage de ce modèle 
est le fait qu’on étudie la croissance tumorale dans le contexte d’un organisme entier. 
Cependant, plusieurs variables peuvent avoir un impact plus ou moins important sur les 
résultats finaux. Parmi les facteurs qui peuvent influencer la transposition efficace des 
traitements à l’étude de la souris vers l’humain on retrouve 1) le site de l’implantation, 2) 
les caractéristiques de croissance de la xénogreffe et sa taille lorsque le traitement est 
appliqué et 3) les modalités de l’administration de l’agent étudié [120]. Des études 
effectuées par Fidler et al. ont également démontré que la prolifération, l’angiogenèse, 
l’invasion, la survie cellulaire ainsi que la réponse cellulaire à la chimiothérapie sont tous 
des facteurs qui peuvent être affectés par le microenvironnement d’un organe [121-123]. Il 
faut également souligner que certaines études ne peuvent être effectuées dans ce modèle 
comme les études sur les métastases ou encore des études sur l’angiogenèse. En effet, la 
vascularisation dans le modèle xénogreffe est différente de celle chez l’humain puisqu’elle 
est d’origine murine et les xénogreffes sous-cutanées métastasient rarement [118]. De plus, 
de nombreuses études ont démontré l’implication du système immunitaire dans différents 
aspects impliquant le développement et la croissance tumorale. Par exemple, il a été 
démontré que les tumeurs formées en absence d’un système immunitaire intact sont plus 
immunogéniques que celles formées à l’intérieur d’un hôte immunocompétent [124].  Nous 
savons que le système immunitaire peut autant jouer un rôle protecteur contre les cancers 
qu’il peut dans certains cas favoriser la croissance tumorale. Ainsi, ces faits doivent être 
pris en considération lors des études faisant appel à l’utilisation des souris 
immunodéficientes. De plus, même si le modèle xénogreffe peut être une source 
renouvelable et relativement facilement accessible de cellules tumorales humaines, il ne 
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faut pas oublier que le développement de ce modèle peut également demander un 
investissement important au niveaux du temps et des ressources. Finalement, l’utilisation de 
n’importe quel type de modèle animal pose toujours des considérations d’ordre éthique 
importantes à évaluer.  
 
Chapitre 2.5.4  Les modèles in vitro 
 En plus des modèle in vivo, différents modèles in vitro représentent une alternative 
plus accessible et moins complexe. Développés et caractérisés au cours du dernier siècle, 
les modèles in vitro restent peu nombreux. Parmi ces modèles on retrouve les cultures 
primaires, les lignées cellulaires et enfin les cultures tridimensionnelles.  
 
Chapitre 2.5.4.1 Les cultures primaires 
 Les cultures primaires consistent à dériver des cellules capables de croître in vitro, 
dans un milieu propice à leur croissance, à partir des tumeurs prélevées suite à une 
chirurgie, à partir de biopsie ou encore à partir des cellules contenues dans un ascite. Le 
plus important des avantages des cultures primaires est le fait qu’elles représentent le 
matériel de départ, en l’occurrence le tissu ovarien normal, bénin ou encore malin, ce qui 
rend ce modèle in vitro physiologiquement pertinent [125]. De plus, par rapport aux 
modèles in vivo, les cultures primaires constituent un système beaucoup plus accessible. 
Les cultures primaires ne sont cependant pas un modèle sans défauts. En effet, ce type de 
cellules ne sont pas immortelles et suivant un certain nombre de passages les cellules vont 
mourir, limitant ainsi la quantité et le temps disponibles pour effectuer les expériences 
nécessaires. De plus, lors de la mise en culture il peut y avoir contamination des cellules 
tumorales par d’autres types cellulaires tels que les fibroblastes. La méthode de mise en 
culture peut également mener vers une sélection de sous-population de cellules plus 
tolérantes aux nouvelles conditions de croissance ce qui risquerait de biaiser les résultats 
par une mauvaise ou différente représentation de la maladie d’origine. 
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Chapitre 2.5.4.2 Les lignées cellulaires 
 Les cellules des cultures primaires peuvent occasionnellement devenir 
spontanément immortalisées et générer ainsi des cellules qui peuvent croître indéfiniment 
qu’on appelle des lignées cellulaires. Les lignées cellulaires peuvent également être 
dérivées suite à une immortalisation induite. Cette croissance illimitée par le nombre de 
passages représente un énorme avantage quant à l’accessibilité au matériel pour différentes 
études. De plus, ce modèle est caractérisé par une relative facilité de manipulation, ce qui 
est un atout important. Une fois la lignée cellulaire établie, ce modèle est alors caractérisé 
pas une sélection vers une population de cellules homogène. Cette absence d’hétérogénéité 
peut représenter une barrière dans l’analyse moléculaire du tissu normal et tumoral [106]. 
En effet, certaines propriétés des cellules in vivo peuvent être perdues in vitro lorsque les 
cellules sont séparées des éléments de tissu qui contrôlent l’expression génique telles que 
les facteurs solubles, la matrice extracellulaire et les interactions cellule-cellule. Alors, un 
des désavantages de la culture cellulaire est le fait que certains évènements moléculaires 
qui ont lieu dans le tissu d’origine peuvent ne pas être adéquatement représentés dans ce 
modèle. Cependant, nous ne pouvons nier l’importance et la contribution majeures de ce 
modèle dans les recherches sur le cancer. La facilité de manipulation et l’accessibilité de ce 
modèle font en sorte qu’il continuera d’occuper une place d’importance dans les études du 
cancer. En effet, depuis la découverte dans les années 1950 du fait que certaines cellules 
tumorales humaines peuvent se propager indéfiniment en culture en présence des 
nutriments et des facteurs de croissances appropriés, de nombreux groupes ont réussi à 
dériver et caractériser différentes lignées d’un grand nombre de cancers dont le cancer 
épithélial de l’ovaire.  
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Table II. Tableau représentant quelques unes des lignées cellulaires dérivées du 
cancer épithélial de l’ovaire [126-136]. 
 
 Comme les cellules sont différentes selon le type de cancer dont elles proviennent et 
que leur comportement in vitro est souvent parallèle à celui observé in vivo [137], il est 
d’une importance cruciale de connaître la provenance et les traitements qu’a pu subir la 
patiente dont provient le tissu à l’origine de la lignée. Cependant, ces informations ne sont 
pas toujours disponibles, ce qui peut compromettre ou influencer l’interprétation des 
résultats d’études de la tumorigenèse. Les traitements que subissent les patientes peuvent 
par exemple introduire des évènements géniques qui peuvent influencer les cellules en 
culture et biaiser ou modifier les analyses des études de profils d’expression géniques. En 
effet, très peu de lignées cellulaires (surtout du type séreux) ont été dérivées de patientes 
n’ayant reçu aucun traitements préalbables de hcimiothérapie. Finalement, les tumeurs 
solides in vivo sont d’une énorme complexité qui peut être difficilement reproductible dans 
les modèles in vitro courants.   
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Chapitre 2.4.4.3 Les sphéroïdes 
 Une caractéristique des tumeurs est le fait qu’elles sont tridimensionnelles. Cette 
structure fait en sorte que la dynamique des interactions des cellules tumorales avec leur 
environnement est très différente de celle qu’on retrouve dans les cultures des lignées 
cellulaires en monocouche. Cette caractéristique est surtout importante lors de l’étude de 
différents traitements et le développement de nouvelles drogues ciblant les tumeurs. La 
culture tridimensionnelle des cellules tumorales in vitro permet de récapituler certains 
aspects histomorphologiques, fonctionnels et microenvironnementaux des tumeurs in vivo. 
Il y a déjà plus de 40 ans, dans les années 1970, Sutherland et ses associés ont appliqué ce 
concept afin d’étudier la réponse tumorale aux traitements [138]. Depuis ce temps, le savoir 
sur la biologie cellulaire des sphéroïdes ainsi que les mécanismes responsables de 
l’augmentation de leur résistance aux drogues a avancé considérablement [138-142].  
 La culture tridimensionnelle implique la formation d’agrégats sphériques de 
cellules. Les sphéroïdes sont des modèles de complexité intermédiaire entre les tumeurs in 
vivo et les cultures en monocouches in vitro [138, 140]. Les diverses caractéristiques 
tumorales comme par exemple la croissance, les métastases et la réponse aux différents 
biomodulateurs sont dictées par les propriétés collectives des populations de cellules 
tumorales plutôt que par les propriétés intrinsèques d’une cellules tumorale individuelle. 
Les interactions directes ou indirectes des cellules tumorales entre elles ou encore avec leur 
microenvironnement déterminent cet effet de « communauté multicellulaire ». Ainsi, ces 
interactions induisent des changements moléculaires au niveau de la cellules tumorale et 
peuvent affecter l’expression génique ainsi que le comportement biologique de cette cellule 
[143, 144].  
 Le modèle tridimensionnel de culture cellulaire permet également la récapitulation 
de différents gradients métaboliques et prolifératifs présents dans les tumeurs in vivo. En 
effet, le comportement et les caractéristiques des cellules en périphérie du sphéroïde 
diffèrent d’une façon plus ou moins importante des cellules à l’intérieur du sphéroïde selon 
la taille du sphéroïde. Le modèle sphéroïde peut être composé de populations hétérogènes 
concentriques de cellules en plus de reproduire des gradients pathophysiologiques et ainsi 
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reproduire un modèle comparable aux tumeurs avasculaires in vivo. De nombreuses études 
ont été effectuées sur les cultures tridimensionnelles soulignant leur pertinence en tant que 
modèle intermédiaire entre les cultures 2D et les tumeurs in vivo [139, 141, 142, 145-152]. 
Plusieurs méthodes ont été développées afin d’initier la culture des sphéroïdes à partir des 
lignées cellulaires dérivée de différentes tumeurs. Afin que les cellules puissent former des 
sphéroïdes in vitro, elle doivent se trouver dans des conditions où elle ne peuvent adhérer 
sur un substrat donné et donc les forces adhésives entre les cellules doivent être plus 
grandes que les forces adhésives entre ces cellules et le substrat sur lequel elles sont 
cultivées.  
 Une des façons les plus simples et le plus souvent utilisée jusqu’à tout récemment 
était la méthode de culture par recouvrement (« overlay culture »). Cette méthode consiste à 
faire pousser les cellules dans un milieu approprié sur un substrat non-adhérent comme par 
exemple l’agar, l’agarose ou les membranes Matrigel®. Les cellules restent en théorie en 
suspension et migrent l’une vers l’autre pour former spontanément des agrégats. Les 
divisions cellulaires subséquentes ont pour effet d’augmenter la taille de l’agrégat ou du 
sphéroïde [153]. Il faut cependant souligner que même si les cellules n’adhèrent pas 
directement au substrat, elle poussent néanmoins en contact avec celui-ci. Cette interaction 
indirecte peut quand même influencer le comportement cellulaire dans le modèle 
tridimensionnel.  
 Une autre approche à la culture tridimensionnelle est l’utilisation de systèmes 
giratoires. Cette méthode repose sur la théorie qui implique qu’un mouvement constant des 
cellules les empêcherait d’adhérer au substrat. Il y a différentes façons plus ou moins 
complexes qui ont été développées afin de garder les cellules en mouvement. Ainsi, les 
cellules peuvent être maintenues en suspension dans un erlenmeyer contenant un milieu 
approprié et placé dans un incubateur sur une plaque agitatrice. L’agitation constante 
permet aux cellules de s’agréger entre elles sans pour autant leur permettre d’entrer en 
contact avec un substrat. Le principal avantage de cette méthode est la possibilité de 
production d’un grand nombre de sphéroïdes à la fois [153]. 
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 Dans les années 1990, la NASA a développé un système alternatif beaucoup plus 
complexe (Rotary Cell Culture System) basé sur une rotation constante et contrôlée qui 
simulait la microgravité. Ce système fonctionne selon un principe où les cellules sont 
maintenues dans une suspension de fluide dynamique qui est agitée par des forces 
hydrodynamiques minimales.  En fait, le tube dans lequel on place les cellules tourne en 
entier sur son axe horizontal et comme ce tube est rempli en entier de milieu, la turbulence 
du fluide ainsi que les forces qui pourraient déchirer les sphéroïdes sont réduites au 
minimum [154]. Un des avantages de ce système est le fait que les sphéroïdes obtenus dans 
ce type de culture sont de plus grande taille, permettant ainsi de reproduire plus fidèlement 
certains aspects des tumeurs avasculaires in vivo. Ces sphéroïdes semblent d’avantage 
différenciés morphologiquement et phénotypiquement que les sphéroïdes obtenus pas la 
méthode précédente [153]. Évidemment, le coût d’un tel système devient une barrière 
importante lorsqu’on envisage la culture de sphéroïdes à grande échelle et très peu de 
laboratoires ont accès à ce type de technologie. 
 Des cultures tridimensionnelles in vitro peuvent également être développées à l’aide 
de systèmes de support ou d’échafaudages préfabriqués. Ce système repose sur l’utilisation 
des supports composés de molécules naturelles (telle que le collagène) ou de polymères 
synthétiques biodégradables ou non. Le principe de cette culture implique que les cellules 
s’attachent à ces structures et migrent le long des fibres qui les composent. S’ensuit la 
croissance cellulaire qui permet de remplir les espaces intersticiels afin de former des 
structures tridimensionnelles. Ces supports ont le potentiel de reproduire un environnement 
similaire au tissu vivant [155, 156]. En effet, la composition des supports aux cellules inclut 
des molécules qui font partie de la matrice extracellulaire. Ainsi, en plus de fournir un 
support qui simule un support naturel des cellules, ils peuvent également apporter des 
signaux importants au niveau des voies de signalisation impliquant la migration, la 
prolifération et la différentiation des cellules. Ce système est très exploité dans le domaine 
de l’ingénierie de différents tissus tels que les os, la peau ou encore des tissus cardiaques. 
Des problèmes reliés aux coûts de ce système ainsi qu’à la difficulté d’appliquer ce système 
aux cultures à grande échelle, en plus des problèmes au niveau de la reproductibilité, font 
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en sorte que ce système est très peu utilisé en oncologie pour la culture des cellules 
tumorales. 
 La méthode le plus récemment développée en parallèle par notre laboratoire et le 
groupe de Lars K. Nielsen est la culture des cellules tumorales en gouttelettes suspendues 
[157]. Cette méthode, qui fait entre autre l’objet de ce travail, consiste à cultiver les cellules 
dans des gouttelettes inversées de milieux. Les cellules migrent par gravité vers l’apex de la 
goutte où sans aucun substrat elles peuvent former des sphéroïdes plus ou moins compacts. 
Cette méthode ainsi que la description des sphéroïdes et agrégats formés sera décrite plus 
en profondeur dans le chapitre quatre de cette thèse. 
 Au fur et à mesure que des nouvelles méthodes de cultures sont développées, le 
modèle sphéroïdes devient de plus en plus accessible, intéressant et surtout pertinent 
comme modèle in vitro de la maladie complexe in vivo. Ces nouvelles méthodes permettent 
d’intégrer le modèle sphéroïde dans les études à grande échelle et sont de plus en plus 
faciles à appliquer, peu coûteuses, reproductibles et surtout mènent àa la génération de 
modèles de plus en plus représentatifs de la maladie in vivo. 
 
Chapitre 3 Objectifs 
Chapitre 3.1 Objectif primaire 
 L’objectif premier de mon étude était de développer un modèle tridimensionnel in 
vitro du cancer épithélial de l’ovaire en se basant sur l’hypothèse qu’un tel modèle se 
rapprochera des modèles in vivo comparativement à celui le plus communément utilisé des 
cellules tumorales en monocouche. Afin d’atteindre cet objectif, nous avons dû développer 
une nouvelle méthode de culture des sphéroïdes in vitro. Ainsi, en utilisant trois lignées du 
cancer épithélial de l’ovaire alors disponibles au laboratoire (soit les OV90, TOV21G et 
TOV112D), nous avons établi des modèles tridimensionnels cultivés dans les gouttelettes 
suspendues.  
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 Une fois ce modèle établi, nous avions comme objectif de le caractériser et de 
comparer les profils d’expression génique de ce nouveau modèle tridimensionnel in vitro au 
modèle monocouche ainsi qu’au de modèle xénogreffe in vivo. Cette étude a été conduite 
dans le but de déterminer si en effet, le nouveau modèle 3D se rapprochait du modèle in 
vivo d’avantage que le modèle de culture en monocouche. Dans cette optique, mon projet 
s’est divisé en deux sections, tout d’abord l’établissement du nouveau modèle 
tridimensionnel du cancer épithélial de l’ovaire et l’établissement du modèle xénogreffe in 
vivo du même type de cancer à partir des lignées cellulaires développées auparavant dans 
notre laboratoire. Ensuite, il s’agissait d’effectuer des études de comparaison des profils 
géniques entre ces différents modèles afin d’établir les similarités ou les différences entre 
eux tout en recherchant des gènes candidats spécifiques au nouveau modèle 3D qui 
pourraient éventuellement servir de cibles potentielles pour le développement de nouvelles 
stratégies thérapeutiques. Pour les analyses génomiques, nous nous sommes servi de la 
technologie des micropuces Affymetrix. Nous désirions ainsi trouver des gènes rapprochant 
le modèle 3D in vitro du modèle in vivo et que l’on ne pouvait pas identifier par l’étude du 
modèle monocouche. Parmi les meilleurs candidats, nous avons sélectionné S100A6 pour 
des études ultérieures. 
 
Chapitre 3.2 Objectif secondaire 
 L’identification et la caractérisation du gène candidat S100A6 stratifiant les modèles 
de culture en monocouches versus les modèles tridimensionnels tant in vitro qu’in vivo, 
s’ajoutent à l’objectif précédent. La pertinence de ce gène au niveau du cancer épithélial de 
l’ovaire étant établie, nous avons voulu déterminer quel était l’impact possible de la 
modulation de l’expression de ce gène au niveau du modèle sphéroïde d’EOC. Notre 
objectif secondaire fût donc d’inhiber l’expression de S100A6 dans les modèles in vitro afin 
d’étudier l’implication possible de ce gène candidat dans la formation des sphéroïdes mais 
également d’extrapoler au niveau de la tumorigenèse ovarienne. 
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Chapitre 3.3 Objectif tertiaire 
 Toujours dans l’optique de développer un modèle le plus représentatif et pertinent à 
la maladie du cancer épithélial de l’ovaire, mon troisième objectif était de dériver et de 
caractériser de nouvelles lignées du cancer épithélial de l’ovaire. En effet, très peu de 
lignées cellulaires provenant du type séreux d’EOC ont été développées jusqu’à présent et 
la majorité des lignées d’EOC préalablement établies proviennent des ascites plutôt que des 
tumeurs solides. De plus, aucune de ces lignées ne proviennent de patientes n’ayant subi 
aucun traitement de chimiothérapie. Notre dernier objectif fut donc axé sur le 
développement de nouvelles lignées d’EOC représentant le type de cancer le plus 
communément diagnostiqué, soit le type séreux. Afin de rendre ces lignées utiles aux 
expériences ultérieures, nous voulions également procéder à une caractérisation 
approfondie de ces modèles. 
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Chapter 4.1 Abstract 
Epithelial ovarian cancer (EOC) cell lines are useful tools for the molecular and 
biological characterization of ovarian cancer. The use of an in vitro multidimensional (3-D) 
culture model recapitulates some of the growth conditions encountered by tumor cells in 
vivo. Here we describe a molecular comparison of spheroid based 3-D EOC models versus 
monolayer cultures and xenografts using cell lines from malignant ovarian tumors (TOV-
21G and TOV-112D) and ascites (OV-90) previously established and characterized in our 
laboratory. Gene expression analyses of the three models were performed using the 
Affymetrix HG-U133A high density DNA array. Cluster analysis identified a set of genes 
that stratified expression profiles from the EOC cell lines grown as spheroids and 
xenografts from that of monolayer cultures. The gene expression analysis results were 
validated by Q-PCR analyses on an independent set of RNAs. Differential expression 
observed for the S100A6 gene between the monolayer, spheroid cultures and xenografts 
was confirmed at the protein level by immunohistochemistry. The analysis was extended to 
various ovarian tumor tissues using an EOC tissue array. This result represents an example 
of a gene that, if studied in vitro, is more representative of the in vivo disease in a 3-D 
model rather than the monolayer culture. Identification of genes in spheroid models that 
mimic the in vivo tumor gene expression patterns may allow a better understanding of the 
community effect observed in human disease that is determined by direct or indirect 
interactions of cells with their environment or other surrounding cells. 
 
Chapter 4. 2 Introduction 
Ovarian cancer is the fifth cause of cancer related death in women and the most 
lethal of all gynecological cancers. The most common form of cancer of the ovary is the 
epithelial ovarian cancer (EOC) (reviewed in [1]). EOCs originate from either the normal 
ovarian surface epithelium (NOSE) itself or from the crypts or inclusion cysts arising from 
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this surface epithelium [2]. Moreover, in one third of late stage cases there is formation of 
ascites, a voluminous inflammatory liquid composed of a cellular (mostly neoplastic 
epithelial cells) and an acellular fraction [3,4].  
The study of EOCs has been facilitated by the establishment of spontaneously 
immortalized cell lines that have the advantage of reproducibility and permit long-term 
experimentation. The validity of using cell lines as models is substantiated by evidence 
indicating that they maintain expression patterns related to the tissue of origin [5]. In our 
laboratory, we have derived long-term EOC cell lines from primary ovarian malignant 
tumors such as TOV-21G and TOV-112D and from an ovarian malignant ascites such as 
OV-90 [6]. Importantly, these cell lines were derived from chemotherapy naive patients. 
The cell lines have been extensively characterized by morphological, 
immunohistochemical, cytogenetic and molecular analyses [5-9] as well as for their 
response to chemotherapeutic agents [10]. Taken together these cell lines cover gene 
mutations implicated in ovarian cancer progression such as TP53, CDKN2A, KRAS and 
TGFBR2 [6,11]. Notably, these cell lines display growth characteristics in vitro that mimic 
their clinical behavior.  
In vivo, tumor cells in the original tissue are influenced by different elements that 
control gene expression such as soluble factors, extracellular matrix and complex cell-cell 
interactions. Cultured cells can loose some of their inherent in vivo properties when 
separated from these elements [12]. Three-dimensional cultures consist of cells aggregated 
in spheroids that have an intermediate complexity between in vivo tumors and in vitro 
monolayers [13]. It has been demonstrated previously that spheroids represent a more 
adequate model to study some aspects of tumor biology than monolayer cultures. Previous 
spheroid studies have highlighted the importance of cell-cell interactions in tumor biology 
as several tumor characteristics such as growth, metastasis and resistance to anti-tumor 
agents are dictated by the collective properties of a cell population rather than those of a 
single cell [14,15]. Different molecular changes can be induced by these interactions at the 
cell level and can affect gene expression and biological behavior of the cells [16,17]. 
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Spheroids, by recapitulating some of the morphological and functional features of the 
original tissue, have been used in studies involving drug penetration [18-20], therapeutic 
macromolecules [21], multicellular drug resistance [22-24], cell-cell interactions [25-27], 
angiogenesis [28-31] and many other aspects of tumor biology [32,33].  
The aims of this study were to develop an in vitro spheroid model system for EOC, 
based on the cell lines we previously described [6], and to compare gene expression 
profiles of this model to monolayer and xenograft models in order to identify a gene 
expression profile common to 3-D models both in vivo (xenograft) and in vitro (spheroid). 
Until recently, the generation of spheroids involved complex processes frequently requiring 
overlay cultures, matrix scaffolds and/or spinner flasks [34]. We have adapted the hanging 
droplets culture method used for stem cells [35,36] to generate EOC spheroids from our 
EOC cell lines [6] and subsequently compared this novel three-dimensional EOC model 
with existing in vitro monolayers and in vivo xenografts models.  
 
Chapter 4.3 Materials and methods 
Chapter 4.3.1 Cell cultures 
Cell lines (TOV-112D, TOV-21G and OV-90) were cultured in OSE medium 
(50:50 mix of 199 and 105 Sigma mediums) supplemented with 2.5 µg/ml of fungizone, 50 
µg/ml of gentamycin and 10% of FBS (fetal bovine serum). Cells were maintained in an 
incubator humidified at 37°C with an atmosphere containing 5% of CO2 essentially as 
described [6].  
Chapter 4.3.2 Growth of spheroid 
Spheroids were generated from each EOC cell line in hanging droplets as previously 
described [35] with minor modifications of stem cell conditions related to the plastic used 
and number of cells seeded. To establish spheroids, 4x103 cells were suspended in 15 µl of 
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OSE medium (supplemented with 2.5 µg/ml of fungizone, 50 µg/ml of gentamycin and 
10% of FBS) were transferred onto the inner surface of a 150 mm petri dish cover. To 
ensure the integrity and prevent coalescence of droplets, between 100-120 droplets were 
placed per dish cover. The cover was then placed on a dish containing 15 ml of PBS to 
prevent dehydration of the droplets. Once formed (usually at day four of culture), the 
spheroids were harvested by washing the petri dish cover with PBS and collected by 
centrifugation (2500g for 5 min).  
Chapter 4.3.3 Xenografts 
Cells (3x106) from each of the EOC cell lines were suspended in a volume of 0.3 ml 
of PBS and injected intraperitoneally (n=6) or subcutaneously (n=6) into 7-8 weeks old 
female Nude mice Cd-1 BR homozygotes (from Charles River Wilmington, MA). 
Control mice were injected with PBS. Animals were observed twice weekly for tumor 
growth. Mice were sacrificed once tumor size reached one cm3 or when there was obvious 
ascites formation (for intraperitoneally injected mice). A portion of the xenograft was 
placed in a solution of RNAlater® (Ambion, Austin, TX) as soon as possible after surgical 
removal, in order to preserve the RNA for further experiments, and the remainder of that 
xenograft was used to establish derivative cell lines.  
Chapter 4.3.4 Tumorigenicity assay 
 For the tumorigenicity assay, female SCID mice were injected with 3x106 
cells suspended in 0.3 ml of PBS at subcutaneous or intraperitoneal sites from monolayers 
of OV-90 cells or from day four OV-90 spheroids (either with or without previous 
trypsinization). The number of spheroids to inject per animal was calculated based on the 
cell count derived from trypsinized spheroids that were prepared in parallel. Spheroids were 
trypsinized using the 0.05% Multicell Trypsin/EDTA (Wisent Inc., Quebec, Ca).  Cells 
were incubated for approximately 10 minutes in trypsin and then pipetted to ensure 
maximal separation of the aggregates. A 21G size needle was used to ensure transfer of 
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intact spheroids during injections and this was monitored visually. For each model six mice 
were used. Mice were sacrificed when tumor size reached at least one cm3. Control mice 
were injected with PBS. 
Chapter 4.3.5 RNA preparation  
 RNA was prepared using the TRIzol reagent (GIBCO-BRL, Life 
Technologies, Inc., Grand Island, NY) with cells grown at 80% of confluence for 
monolayer cultures and at day four of cell culture in hanging droplets for the spheroid 
models. Xenografts tissues were placed in RNAlater® (Ambion, Austin, TX). Purity and 
integrity of RNA was verified by Agilent Bioanalyzer RNA gel (Agilent 2100 Bioanalyzer 
from Agilent Technologies Canada Inc, Mississauga, Ontario).  
Chapter 4.3.6 Gene expression microarray experiments  
Twenty micrograms of RNA were used for labeling and hybridization for 
expression microarray experiments performed at the McGill University and Genome 
Quebec Innovation Centre (genomequebec.mcgill.ca). Protocols are available on the 
Affymetrix website. Microarray experiments were performed using HG-U133A 
GeneChip®  arrays, in triplicate for monolayer cultures and in duplicate for the spheroid 
and xenograft models. This microarray contains 22,000 probe sets representing about 
18,400 transcripts, which includes at least 14,500 genes. Spearman’s two-tailed analysis 
was performed to correlate gene expression values using the SPSS software version 11 
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Gene expression profiles were also analyzed using 
Bioconductor, an open-source software library for the analyses of genomic data [37] which 
is based on R programming language (www.r-project.org). Background subtraction, 
normalization and expression value calculations were performed using the justGCrma 
function available as part of Bioconductor’s gcrma package. justGCrma converts raw probe 
intensity levels, derived from Affymetrix CEL files, into normalized (by quantile 
normalization) expression values using the robust multi-array average (RMA) [38] 
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expression measure combined with probe sequence information. Bioconductor’s genefilter 
package was used to filter out genes with insufficient variation in expression across all 
samples tested. Expression values retained after this filtering process presented intensities 
greater than 200 units in at least two sample and a log base 2 scale of at least 0.5 for the 
interquartile range (IQR) across all tested samples. Clustering analysis was performed using 
R’s Cluster package taking Pearson correlation distance and the average linkage method. 
Differentially expressed genes were identified using the limma package, which estimates 
the fold change between predefined groups by fitting a linear model and using empirical 
Bayes method to moderate standard errors of the estimated log-fold changes for expression 
values from each probe set. This approach takes into consideration the small sample size of 
the comparative groups used in this study. The p value from the resulting comparison was 
adjusted for multiple testing according to the method of Benjamini and Hochberg [39] 
which controls for the false discovery rate (set to 0.05). The associated gene ontology (GO) 
of the differentially expressed genes (annotated by their probe set) was extracted using 
Bioconductor’s Gostats package. The fold change in gene expression was also calculated 
using Bioconductor’s limma package. 
 
Chapter 4.3.7 Q-PCR 
Three candidate genes, identified by their differential expression patterns through 
microarray analysis, coding for microseminoprotein beta (MSMB), S100 calcium binding 
protein A6 (S100A6) and thrombospondin 1 (THBS1), were selected for expression 
analysis by Q-PCR. RNA was extracted as described above for each model system 
(monolayer culture, spheroid and xenografts) from five independent samples. All Q-PCR 
experiments were performed twice in duplicate. cDNA synthesis was performed according 
to the SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR protocols (Invitrogen Life 
Technologies, Carlsbad, CA). Two micrograms of total RNA were used to perform reverse 
transcription. The Q-PCR experiments were conducted with the QuantiTec SYBR Green 
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PCR kit according to the manufacturer’s protocol (Qiagen Inc. Mississauga, Ontario) using 
a Rotor-gene 3000 Real-Time Centrifugal DNA Amplification System (Corbett Research, 
Montreal Biotech Inc., Montreal, Qc). Samples were diluted 1/50 in water, and then 5 µL of 
the diluted sample was used in a final volume of 20 µL containing 10 pg of primers (primer 
sequences are provided in Supplementary Table 1). Melt curves and gel electrophoresis 
confirmed the specificity of each reaction. The relative quantity of gene expression was 
measured with the Pfaffl analysis method [40]. Based on microarray data, GAPDH was 
selected as the reference gene. 
 
Chapter 4.3.8 Immunohistochemistry 
The anti-PCNA rabbit polyclonal antibody (sc-7907) was used to test for cell 
proliferation. Briefly, spheroids and monolayer cultured cells were formalin fixed and 
suspended in histogel prior to paraffin embedding. Xenografts were formalin fixed and 
paraffin embedded. Sections were deparaffinized in toluene and re-hydrated in a gradient of 
ethanol. In order to eliminate endogenous peroxidase activity the samples were treated with 
3% H2O2 followed by a 15 min submersion in boiling citrate buffer (0.01M citric acid 
adjusted to pH 6.0) to unmask antigens. Protein blocking serum-free reagent 
(DakoCytomation Inc., Mississauga, ON) was used to block the sections which were then 
incubated with primary antibody for 60 min followed by a 20 min incubation with the 
secondary biotinylated antibody and a 20 min incubation with streptavidin-peroxydase 
complex (Dako Diagnostics Canada Inc.) at room temperature. Reaction products were 
developed using diaminobenzidine containing 0.3% H2O2 as a substrate for peroxidase. The 
nuclei were counterstained with Hematoxylin. Substitution of the primary antibody with 
phosphate buffered saline served as a negative control.  
Monolayer cultures, xenografts and spheroids were tested for S100A6 expression 
using a goat polyclonal antibody (sc-16137; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). 
S100A6 expression was also analyzed in human ovarian tumor tissues (using serous and 
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multi-subtype tissue arrays) and in normal ovary (in both tissue arrays and slides). A serous 
tissue array was built using 196 serous samples of ovarian epithelial cancer ranging from 
grade 1 to grade 3. The multi-subtype tissue array contains 97 samples of different subtypes 
(clear cell, serous, endometrioid and mucinous carcinomas) of ovarian epithelial cancer and 
normal epithelium. Immunohistochemistry on the tissue arrays was performed at least twice 
and results were scored for both cytoplasmic and nuclear staining by a pathologist. 
 
Chapter 4.4 Results: 
Chapter 4.4.1 Establishment and characterization of spheroid EOC 
model 
Spheroids were generated in all EOC cell line cultures of hanging droplets. 
However, while compact spheroids with clearly defined margins were generated for TOV-
112D and OV-90, TOV-21G spheroids were visibly less compact (Figure 1). The spheroids 
reached maximum size (approximately 500 µm for all cell lines) by day four of culture and 
conserved their structure until day 10 (data not shown). Each droplet contained one 
spheroid and the morphology of all spheroids was similar within the same cell line. Cell 
proliferation was verified by immunohistochemistry staining with the PCNA antibody at 
day four of culture (Figure 2). Positive nuclear staining was observed indicating the 
presence of proliferating and viable cells throughout the spheroid.  
To investigate cell viability within the spheroid and to determine the ability of 
spheroids to form tumors in vivo, we generated xenografts from OV-90 monolayer and 
spheroid cultures. Mice were injected intraperitoneally or subcutaneously with the same 
amount of cells from monolayers, intact spheroids as well as trypsinized spheroids. As 
shown in Table 1, no apparent changes in tumor growth or latency were observed when 
spheroids were injected subcutaneously or intraperitoneally. In all cases, tumors were 
highly vascularized and intraperitoneal tumors were accompanied with the formation of 
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hemorrhagic ascites (data not shown) consistent with previous results from monolayer 
xenografts [6].  
 
Chapter 4.4.2 Molecular description of EOC models 
To further characterize the spheroid model, expression values generated by 
Affymetrix GeneChip microarray analyses of the EOC cell lines grown in different models 
were compared. Comparisons were made between expression profiles of independently 
generated spheroids (S) and in vivo xenografts from either subcutaneous (TSC) or 
intraperitoneal (TIP) injections. In addition, this analysis included profiles from monolayer 
cultures (L) as well as from re-established monolayer cultures derived from either 
subcutaneous (LSC) or intraperitoneal (LIP) xenografts. All possible two-way comparisons 
of expression profiles from different models derived from the same cell line had a R2 factor 
of 0.91 (± 0.04) indicating a degree of similarity associated with biological replicates (data 
not shown). Gene expression profiles from monolayers, spheroids and xenografts were then 
analyzed using hierarchical clustering analysis with the Pearson correlation distance. Each 
of the EOC cell lines clustered separately into three major branches as shown by the low 
correlation coefficients (less then 0.5) at the root of the clustering tree. Figure 3 shows also 
that, within each EOC cell line, two major branches were observed in the cluster analysis 
although the expression values were highly similar (see above).  TOV-112D xenografts fell 
into two separate branches (Figure 3 Panel B) and in TOV-21G they clustered within the 
same principal branch (Figure 3 Panel C). However, in both cases the TOV-112D and 
TOV-21G gene expression profiles showed the greatest association between xenografts and 
early passage monolayer cultures derived from their respective xenografts (Figure 3 Panels 
B-C). Spheroids tended to cluster together, except in the case of TOV-21G in which case 
the spheroids were still in the same sub-branch. For OV-90 the two branches were defined 
by monolayer cultures versus a grouping that included both spheroids and xenografts 
(Figure 3 Panel A).  
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 Although gene expression patterns were highly similar over the 22,000 probes sets 
as determined by global correlation anlysis, we were interested in identifying possible 
expression profiles that could highlight differences between monolayer cultures and the 
more complex 3-D models exemplified by spheroids and xenografts. Based on the 
hierarchical cluster analysis, we focused our attention on OV-90. This cell line was 
specifically chosen as expression profiles from the monolayer cultures were clustered in a 
different branch than those of the 3-D models. Starting with 2,379 filtered probe sets based 
solely on OV-90 data, 610 probe sets were identified (supplementary Table 2) which 
significantly separate the two groups of model systems for this cell line (Figure 4A). The 
610 probe sets were selected based on two criteria: 1) significant differential expression 
(p≤0.05) between either xenografts or spheroids and monolayer and 2) non-significant 
differential expression between xenografts and spheroids. These probe sets represent 566 
known genes (where 82 genes were represented by more than one probe set), eight 
expressed sequence tags, 29 hypothetical proteins and seven un-annotated sequences. The 
differentially expressed genes were associated with various GO terms for known/putative 
molecular functions (supplementary Table 3). Noteworthy is that cytoskeletal protein 
binding was amongst the most significant terms (p=0.0001) (Figure 4B). Cytoskeletal 
proteins were also more highly represented as judged by their presence in the 610 list 
versus the total number of cytoskeletal genes on the array (25/241, ~10%) in comparison to 
the relative frequency of cytoskeletal genes amongst all genes/ESTs on the array 
(241/22,000, ~1%). Significant representation was also noted for GO terms RNA binding 
(p=0.00001), nucleotide binding (p=0.0001) and nucleoside-triphosphate activity 
(p=0.001). 
 
Chapter 4.4.3 Semi-quantitive Q-PCR and immunohistochemistry 
In order to validate the GeneChips® microarray results, three candidate genes 
(MSMB1, S100A6, and THBS1) were selected from the OV-90 profile that segregated 
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monolayer cultures from 3-D models and verified their relative expressions by Q-PCR 
(Figure 5). These genes were selected amongst the most differentially expressed genes from 
the 610 differentially expressed genes and represent both up-regulated (MSMB1 and 
S100A6) and down-regulated (THBS1) genes (Figure 5A). Five independent samples for 
each model system were tested. In accordance with microarray results, Q-PCR results 
demonstrated MSMB1 and S100A6 over-expression, and THBS1 under-expression, in the 
spheroid and xenograft models compared to the monolayer model.  
We were further interested in determining how the observation made at the RNA 
level in the different EOC models related to protein expression. Significantly stronger 
S100A6 (the only candidate for which an appropriate immunohistochemistry antibody was 
available) expression was observed in both the spheroid cultures and xenografts as opposed 
to cells grown as monolayers for all three cell lines tested (Figure 6A and Supplementary 
Figure 1). To further address the expression of S100A6 in the context of EOC, and to 
compare its expression to the different patterns seen in the model systems, we assessed the 
expression of S100A6 using a multi-subtype human EOC tissue microarray or from slides 
in the case of the normal ovarian controls (Figure 6B). While no significant cytoplasmic or 
nuclear staining was observed in normal surface ovarian epithelia, most EOC tissues 
appeared to express cytoplasmic S1006A, and a majority also express nuclear S1006A 
(Figure 6C).  
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Chapter 4.5 Discussion: 
Chapter 4.5.1 The hanging droplets culture allows spheroid formation for 
EOC cell lines. 
In order to develop the in vitro spheroid model, we have adapted the hanging 
droplet method, originally described for stem cells, for EOC cultures. This method is 
attractive since it can be adapted to most media conditions and does not require the use of 
other components, such as agarose and agitation, which render culturing more complicated. 
Spheroids obtained are highly reproducible showing similar morphology among individual 
drops and can be easily harvested to isolate high quality derivative products. We also 
demonstrated that EOC spheroids are robust and can be fixed and embedded in histogel 
allowing cross-sectioning and characterization of the cellular components of the spheroid. 
In addition to the EOC cell lines described here, there is mounting evidence indicating that 
a variety of tumor cell lines are able to form spheroids with the hanging droplet culture 
method [41,42]. However, clearly not all cell lines have the ability to do this since in our 
experience normal human endothelial cell cultures (HUVEC) never formed 3-D structures 
in droplets but did form spheroids in overlay cultures (data not shown).  
Previous studies using different spheroid formation methods demonstrated the 
presence of hypoxic cores [24,43,44]. However, we did not observe hypoxic or necrotic 
cores rather the cores appeared to contain viable cells based on presence of PCNA. 
Moreover, immunohistochemistry analysis using anti-Hif-1α antibody (which detects 
hypoxia induced factor in the nucleus of hypoxic cells) was negative in spheroids derived 
from all three EOC cell lines (data not shown). The relatively short culture period in our 
experiments (four days) and small size of spheroids could however explain the difference 
from independent reports. In vivo, tumors smaller than 0.5 mm in diameter are capable of 
nutrient absorption without induction of visible angiogenesis [45].  
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To further characterize the spheroid model, tumor growth in vivo was assessed in 
mice. Apparent differences in tumor latency would have suggested that the robustness of 
the cell population in spheroids was different from that of monolayer cultures. However, no 
such differences were observed apart from the fact that two mice from the trypsinized 
spheroid group failed to form tumors, which may be due to the aggressive trypsin treatment 
the spheroids received prior to injection. In particular we saw no apparent difference in the 
lag time to tumor formation, suggesting that cell viability and tumor take were unaffected 
by spheroids.  
 
Chapter 4.5.2 OV-90 in vitro spheroids cluster with in vivo generated 
xenografts 
Global gene expression correlation analysis underlies the fact that differences in 
model systems developed from the same cell line were subtle. Unsupervised hierarchical 
clustering, using the R’s Cluster package indicated that all three cell lines clustered 
separately. This may not be surprising since these cell lines were derived from different 
patient samples that exhibited different histopathological subtypes of EOC [6] and 
microarray analyses of EOC tumors has shown that EOC tumors of different 
histopathogical subtypes may cluster into distinct groups [46]. Moreover, the EOC cell 
lines are distinguishable by their molecular genetic profiles based on the presence of 
somatic mutations in genes such as TP53, CDKN2A, KRAS and TGFBR2, and evidence 
that genes underlying microsatellite instability may have been affected [6,11], and these 
genetic signatures could be reflected in overall molecular pathways affected as shown in 
global expression analyses. Thus it is perhaps not surprising that using all the samples 
independently of their cell line of origin coupled with the stringent analysis criteria used 
herein for OV-90, which included adjusted p values, we failed to identify a set of 
statistically significant differentially expressed genes in common among the three EOC cell 
lines which stratified the 3-D models from the monolayers (data not shown). The analysis 
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using the R’s Cluster package identified two main branches for each cell line, with different 
parameters appearing to influence clustering depending on the cell line tested. Indeed, for 
the TOV-21G and the TOV-112D, cluster analysis appears to group xenografts and the 
corresponding xenograft monolayer cultures. In contrast, in OV-90 cells grown as 
monolayer formed one branch, while a second major branch was defined by the xenografts 
and spheroids. Clinically, the OV-90 cell line was derived from malignant ascites in the 
context of an ovarian carcinoma, where cells often form aggregates naturally [47]. OV-90 
is also the only cell line able to form, albeit smaller, spheroids in the absence of serum. It is 
tempting to speculate that these unique properties of OV-90 are related to its clinical origin 
from ascites in contrast to the TOV-21G and TOV-112D cell lines that were both isolated 
from solid primary ovarian tumors. 
Using Bioconductor’s gene expression analysis tools, we were able to identify, for 
the OV-90 cell line, gene expression profiles which separate monolayer cultures from more 
complex 3-D models. We were able to identify statistically significant 610 probe sets 
(p≤0.05) that underline the difference between spheroid/xenograft models and monolayer 
cultures. Interestingly, molecular function analysis using the GO terms, identified among 
the most significant functions genes involved in cytoskeletal remodeling (reviewed in [48]). 
The cytoskeleton is involved in cell shape and motile events such as cell movement, 
intracellular transport, contractile-ring formation and chromosome movement. Hence, it 
plays a much greater role than simply that of a structural framework. Regulation of various 
cellular processes linked to transformation such as proliferation, contact inhibition, 
anchorage-independent cell growth and apoptosis are also affected by changes in 
cytoskeleton [49]. Further experiments will be needed to assess the impact of individual 
genes on the tumor growth behavior of EOC cell lines. 
In OV-90, three genes were chosen for further study based on their signal intensity, 
their level of expression, the fold change observed (between monolayers and 3D models) 
and their potential implication in cancer biology. The THBS1 gene codes for an inhibitor of 
angiogenesis [50,51]. In the spheroid and xenograft models this gene is under-expressed 
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and could imply an ultimate modification in angiogenic signaling. Moreover, there is 
evidence that thrombospondin negatively regulates PECAM1 expression [52]. PECAM1 is 
a member of immunoglobulin superfamily expressed on the surface of endothelial cells and 
is also involved in angiogenesis. This molecule was also identified as being over-expressed 
in spheroids and xenografts as opposed to its negative regulator THBS1, which is under-
expressed. This finding could provide a molecular basis and contribute to previous studies 
which showed that spheroids can induce vessel formation in vivo [29] and in vitro [53]. 
Modulation of angiogenesis controlling genes can be especially interesting in co-culture 
experiments in the presence of endothelial cells. Microseminoprotein was also found to be 
over-expressed in spheroids and xenografts at the RNA level in our datasets. The 
microseminoprotein beta is a protein normally secreted by the human prostate gland but 
transcripts were detected in other human tissues like the ovary [54]. This protein has an 
inhibin-like activity and inhibin levels have been found to be elevated in the serum of 
ovarian cancer patients [55,56].   
Another of the genes chosen for analysis was also studied at the protein level. The 
S100 proteins are a family of calcium binding proteins associated with tumor progression 
and processes involving cell adhesion, proliferation, motility, differentiation, secretion, 
angiogenesis and endothelial cell invasion [57-59]. Members of the S100 calcium binding 
protein family were found to be over-expressed in different types of cancers including 
ovarian cancer [60-64]. Also, these proteins were identified as differentially expressed 
between ovarian carcinoma and normal ovaries [65]. In our study, over-expression of 
S100A6 RNA and the encoded protein in human ovarian cancers confirms and extends 
these findings. In particular, our study is the largest and most histologically diverse done to 
date, and addresses not only immunostaining intensity but also the cellular localization of 
S100A6 in EOC. Although high level of S100A6 expression is often associated with tumor 
progression, little is known about mechanisms regulating gene expression. Previous studies 
show that S100A6 is bound by the calcium binding protein CacyBP. Together, these two 
proteins may play a role in the degradation of β-catenin, which itself has been implicated in 
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cell-cell interactions via its binding to cadherins [66]. It is noteworthy that CacyBP was 
also differentially expressed when the 3-D models were compared to the monolayers. 
S100A6 is also regulated by the binding of an upstream stimulatory factor (USF) [67] that 
may be a stress responsive transcription factor and therefore the up-regulation of S100A6 in 
3-D models may be related to the induction of stress signaling similar to those seen in 
xenografts and tissue samples.  A recent study of the role of S100A6 in pancreatic cancer 
showed that inhibition of this gene decreased proliferation and invasiveness of pancreatic 
cancer cells [68]. Moreover, using RNAi technology, this group identified 15 up-regulated 
and 15 down-regulated genes associated with the modulation of S100A6 expression of 
which one third were found among our 610 differentially expressed genes. 
 
Chapter 4.6 Conclusion 
The availability of appropriate models systems that recapitulate in vivo 
tumorigenesis are essential for dissecting cancer biology. EOC monolayer cultures are a 
useful and important tool in the study of cancer but they fail to reproduce some aspects of 
tumorigenesis such as tridimensional growth, cell-cell interactions and cellular 
heterogeneity of tumors in vivo. The hanging droplets EOC spheroids described here 
provide an additional system for future studies on 3-D models of ovarian cancer. 
Identifying genetic differences based on growth conditions may allow a better 
understanding of factors that impact on tumor biology. Identification of genes in spheroid 
models that mimic the in vivo tumor gene expression patterns and are not expressed in a 
similar way in monolayers suggests that a spheroid model may represent an interesting 
alternative to complex and costly protocols required for in vivo modeling.  
For future studies, it will be of interest to perform co-culture studies of EOC 
spheroids with other types of cells, such as endothelial cells or stroma cells, in order to 
introduce a form of heterogeneity usually observed in the in vivo environment. In addition, 
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spheroid models have micro-diffusion properties more closely aligned with tissue 
conditions, and may therefore be a more appropriate model for initial therapeutic screening. 
The molecular description of a simple and reproducible 3-D EOC model will no doubt 
serve to further studies on ovarian cancer. 
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Figure 1. Morphological appearance of spheroid development in hanging droplets.  
A), E), I) OV-90, TOV-112D and TOV-21G respectively at the moment of seeding of cells 
in the droplets (day 0) with 10% FBS. B), F), J) OV-90, TOV-112D and TOV-21G 
respectively, 24 hours after cell seeding in the droplets and C), G), K) represent 
respectively OV-90, TOV-112D and TOV-21G spheroids four days after seeding with 10% 
FBS. D), H), L) OV-90, TOV-112D and TOV-21G four days after seeding in serum free 
medium (0% FBS). 4000 cells of each cell line were initially seeded and the spheroids were 
compact and at maximal size after four days of culture in hanging droplets. All pictures 
were taken at 100x magnification. 
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Figure 2. Evaluation of cellular proliferation in spheroids developed from the three 
EOC cell lines.  
Nuclear PCNA expression was observed in all spheroids developed in hanging droplets 
from the three cell lines (B, D and F) at day four of culture. Spheroids were collected in 
PBS and formalin fixed before mounting in histogel and paraffin embedding. The PCNA 
antibody was diluted in a proportion of 1:100 in PBS. Substitution of the primary antibody 
with PBS served as a negative control (A, C and E). 
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Table I. In vivo tumor growth of OV-90 monolayer and spheroid models.  
Equal amounts of OV-90 cells (3x106) were injected intraperitoneally or subcutaneously. 
Tumorigenicity in mice was compared between cell lines from monolayer cultures (at 80% 
density), intact spheroids or trypsinized spheroids. Mice were sacrificed when tumor size 
reached at least one cm3. 
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Figure 3. Global gene expression (based on 5,611 probe sets from filtered data) 
hierarchical cluster analysis for OV-90 panel A), TOV-112D Panel B) and TOV-21G 
Panel C) cell line derived models. The three cell lines cluster separately. High correlations 
are observed for all models within the same cell line as opposed to a weaker correlation 
between different cell lines. Spheroids (S4 and S7: spheroids collected at day 4 and 7 
respectively of culture) and xenografts (TSC: subcutaneous xenograft and TIP: 
intraperitoneal xenograft) are clustered together for the OV-90 cell line models and 
monolayer cultures are found in a separate sub-branch (L: original cell line, LIP: cell line 
derived from an intraperitonal xenograft, LSC: cell line derived from a subcutaneous 
xenograft). 
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Figure 4. Description of OV-90 gene expression profile separating monolayer cultures 
from spheroid and xenograft models.  
A) Heatmap for hierarchical clustering using the 610 probe sets identified as genes 
expressed in a similar way in spheroids and xenografts but not in monolayers. B) GO term 
based molecular function association. Differentially expressed genes associated with 
cytoskeletal protein binding along with expression signals in different model systems are 
listed. Log2 values of expression signals are indicated. Shading represents genes over-
expressed between the monolayers and 3-D models.  
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Figure 5. Validation of candidate genes by Q-PCR. A) The list of the most 
differentially expressed genes between monolayers and spheroid/xenograft models.  
The three candidate genes chosen for validation are represented in bold. B) Left panels 
represent microarray gene expression signal values. Right panels represent Q-PCR results 
for which five different samples were used for each model system. Q-PCR tables represent 
an average of two independent experiments each done in duplicates. L1, L2, L3 represent 
the same cell lines as those used for the chip experiments (L1:cell line derived from 
intraperitoneal xenograft (LIP) at passage 4, L2: cell line derived from a subcutaneous 
xenograft (LSC) at passage 5). L3, L4, L5 original cell line at passages 54, 70, 156 
respectively. S1 and S2 represent the same spheroids as those used for the chip 
experiments. S3, S4 and S5 represent day 4 spheroids developed from the original cell line 
(at passages 83, 64 and 144 respectively). T1 and T2 represent the same xenografts as those 
used for the chip experiments (T1: subcutaneous xenograft (TSC), T2: intraperitoneal 
xenograft (TIP)). T3, T4 and T5 represent two different intraperitoneal and one 
subcutaneous xenografts respectively.  The difference between monolayer and 3-D models 
was significant (asterisks) for all three candidates as verified by t-test (S100A6 p= 1.32E-
05, MSMB1 p= 2.82E-05, THBS1 p= 9.23E-04). Relative quantity of gene expression was 
measured with the Pfaffl analysis method using GAPDH as a reference gene. 
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Figure 6 
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Figure 6. S100A6 expression at the protein level in cell lines, spheroids, xenografts, different 
epithelial ovarian cancers and normal epithelia.  
A) Immunohistochemistry on OV-90 paraffin embedded spheroids (S), xenografts (X) and 
monoloayer cultures (L). OV-90 monolayers were collected by scraping at 80% confluence 
and spheroids were collected at day four of culture in hanging droplets. Samples were 
formalin fixed and embedded in histogel prior to paraffin mounting. Tumor xenografts of 
OV-90 were formalin fixed and paraffin embedded.  A strong immuno-staining is observed 
in spheroids and xenografts but not in monoloayer cultures. B) Negative versus positive 
staining in different subtypes of EOC and normal ovarian epithelium. Nuclear and 
cytoplasmic stainings were evaluated. The majority of EOCs present both nuclear and 
cytoplasmic staining as opposed to no expression in normal epithelia. Total numbers of 
samples for each EOC subtype are represented on the chart. Tissue array immunostainings 
were done in triplicates (for the multi-subtype array) and duplicates (for the serous array). 
C) Examples of different signal intensity observed on the tissue array. Negative staining for 
normal and tumor tissues is represented as well as positive nuclear and cytoplasmic 
expression for EOCs. 
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Chapitre 5.1 Abstract 
Epithelial ovarian cancer cell lines derived from long-term passages of malignant 
ovarian cancers are useful tools for molecular and cellular research however it has been 
demonstrated that a spheroid model can more closely mimic some of the growth conditions 
encountered by tumor cells in vivo. We have previously established an in vitro 3D culture 
system of EOC and identified S100A6 as a candidate gene that is over-expressed in the 3D 
model (both in vivo and in vitro) versus monolayer culture. Here we describe the impact of 
S100A6 inhibition using short hairpin RNAs in both monolayer and spheroid models of 
EOC. To begin to address how S100A6 might affect EOC growth parameters, we have 
transfected OV-90 cells with shRNA constructs directed against S100A6. In parallel, 
S100A6 shRNAs were also transfected in cells which constitutively express this protein in 
monolayer cultures (TOV-21G). In this monolayer culture model, S100A6 inhibition 
resulted in lower growth, a greater cellular migration and a more compact spheroid when in 
3D cultures. However, the lowered expression of S100A6 in the OV-90 cells, which 
represent the 3D culture model, results in an inhibition of cellular migration only in the 
spheroid model. Together these results will allow us to study the influence of cellular 
environment and the cellular community effect on S100A6 expression and how it can 
contribute to the neoplastic phenotype of EOC cells.  
 
Chapitre 5.2 Introduction 
Epithelial ovarian cancer (EOC) is the leading cause of gynecological malignancy 
related deaths in women. Prevention and early diagnosis remain the best tools to avoid 
serious consequences of cancer and to raise chances of survival. Although much research is 
done to find effective screening techniques and early diagnosis markers, yet 70% of women 
are still diagnosed at advanced stages of EOC when the five year survival rate at this point 
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of the disease is less than 30% [1]. This is mainly due to the fact that EOC symptoms are 
often non-specific and vague, labeling this disease as the silent killer.  
Despite thorough knowledge of EOC ethiology, aggressive cytoreductive surgery 
and new chemotherapies, the mortality rate related to EOC has not changed in the past 30 
years and approximately 60% of women that do develop EOC will die from this disease.  
Experimental models are of crucial importance in order to better understand the biological 
and genetic factors that play important roles in EOC, to develop new intervention strategies 
and to further our understanding of ovarian tumorigenesis. Spontaneously immortalized cell 
lines allow long-term experimentation and good reproducibility and they are the most 
common in vitro model system used to date.  Although cultured cell lines represent good 
models that maintain expression patterns related to the tissue of origin [2], we have also 
shown that important gene expression differences can be observed between the in vivo 
disease and monolayer cultures [3]. Unlike classical monolayer-based models, spheroids 
represent a model system of intermediate complexity that mirrors some aspects of the 3D 
cellular context of in vivo tumors [4].  Using microarray technology, we have previously 
compared gene expression profiles of spheroid models to monolayer cultures and in vivo 
xenografts. This analysis resulted in the identification of numerous candidate genes that 
stratified the 3D in vivo and in vitro models from the monolayer cultures. S100A6 gene was 
among the top candidates that were only over-expressed in the xenograft and spheroid 
models. We have also demonstrated its relevance to ovarian disease by determining its 
overexpression in the majority of EOC patient samples and its absence in normal epithelia 
[3]. S100A6 is a member of the S100 protein family group of low molecular calcium 
binding proteins (reviewed in [5]).  Although it is often over-expressed in different cancers 
(reviewed in [6]), the function of S100A6 remains unclear. S100A6 may play a role in cell 
proliferation, apoptosis, cytoskeletal dynamics, heat-shock response and tumorigenesis 
(reviewed in [6-8]). Recent studies, have suggested that it may also play a role in cell 
adhesion [9, 10] and cellular motility [11-13].  
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The aim of this research was to study the potential role of S100A6 in EOC 
tumorigenesis in spheroid models using OV-90 cells where S100A6 is expressed at low 
levels in a monolayer model versus the spheroid model where it is over-expressed and in 
TOV-21G cells which constitutively express this protein in monolayer culture as well. In 
this model, S100A6 inhibition results in lower growth, a greater cellular migration and a 
more compact spheroid when in 3D cultures. However, the loss of S100A6 in the OV-90 
cells results in an inhibition of cellular migration only in the spheroid model and not in the 
monolayer cultures.  
 
Chapitre 5.3 Material and Method 
Chapitre 5.3.1 Cells and spheroid culture 
Two spontaneously immortalized EOC cell lines were used in this study (OV-90 
and TOV-21G). These cell lines developed in our laboratory were previously very well 
characterized [14]. Both are derived from chemotherapy-naïve patients. The OV-90 cell 
line originates from the ascities of a patient diagnosed with an adenocarcinoma and the 
TOV-21G cell line was derived from a clear cell carcinoma. Cell lines (TOV-21G and OV-
90) were cultured in OSE medium (Wisent, Qc, Canada) supplemented with 10% fetal 
bovine serum (FBS), 2,5 µg/ml amphotericin B and 50 µg/ml gentamicin. Cells were 
incubated in 5% CO2 and 5% O2. Cells were maintained in an incubator humidified at 37°C 
with an atmosphere containing 5% of CO2 essentially as described [14].  
 Spheroids were generated from both EOC cell lines in hanging droplets as 
previously described [3]. To establish spheroids, 4x103 cells were suspended in 15 µl of 
OSE medium (supplemented with 2.5 µg/ml of fungizone, 50 µg/ml of gentamycin and 
10% of FBS) and transferred onto the inner surface of a 150 mm petri dish cover. To ensure 
the integrity and prevent coalescence of droplets, between 100-120 droplets were placed 
per dish cover. The cover was then placed on a dish containing 15 ml of PBS to prevent 
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dehydration of the droplets. Once formed (usually at day five of culture), the spheroids 
were harvested one by one for further studies. Spheroid relative size was measured using 
the Image-Pro® Plus software (version 5.1, MediaCybernetics®, Bethesda, MD). The size 
was determined measuring eight radiuses for each spheroid. 
 
Chapitre 5.3.2 Establishment of cell lines stably expressing shS100A6  
Two different short hairpin RNAs specific for S100A6 were synthesized for the 
construction of the pENTRTM/H1/TO-shS100A6 vector (sh452 Forward: 
5’CACCGAAGCTGCAGGATGCTGAAATCGAAATTTCAGCATCCTGCAGCTTC, 
and sh434 Forward: 5’-CACCGGAGCTCACCATTGGCTCGAACGAATTCGAGCC-
AATGGTGAGCTCC). For detailed description see manufacturer’s instructions, 
(Invitrogen). The vector was then transformed into competent TBL-3 bacteria for selection 
and amplification. Plasmids were verified by sequencing. A shLacZ control small 
interfering oligonucletotide provided in the Block-iT kit (Invitrogen) was also used (5’-
tcgctgatttgtgtagtcg). Both pENTRTM/H1/TO-shS100A6 vectors and the shLacZ control 
vector were recombined into a destination vector pLenti X1 Puro DEST (694-6) generously 
provided by Dr. Éric Campeau. Lentiviruses were then used to deliver shS100A6 and LacZ 
control in the OV-90 and TOV-21G cell lines [15]. Briefly, lentiviruses were produced by 
co-transfecting the pLenti vectors of interest with ViraPower Lentiviral Packaging Mix 
(Invitrogen) in the 293FT packaging cell line.  Supernatants were collected 72h later and 
viruses were concentrated by ultracentrifugation, resuspended in Hanks buffer and stored at 
-20°C for further use. Infections were performed overnight in OSE medium in the presence 
of polybrene. Puromycin selection was applied 48h later. For the creation of stable clones 
expressing shS100A6 and shLacZ control, approximately 2500 cells were diluted in 7 ml of 
medium and isolated colonies were selected and amplified.  
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Chapitre 5.3.3 Western blot analysis 
Whole cell extracts from cell lines and spheroids at day 4-5 of hanging droplet 
culture were obtained after 1h in lysis buffer at 4°C (10 mM HEPES, 400mM NaCl, 0.1 
mM EDTA, 0.5 mM DTT) with freshly added protease and phosphatase inhibitors. Protein 
concentration was measured using a Bradford assay (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 
CA) according to the manufacturer’s instructions. For Western Blot analysis, 50 µg of 
protein were resolved on a 15% polyacrylamide gels and the transferred over-night onto a 
nitrocellulose membrane (Trans-Blot® Transfer Medium from Bio-Rad Laboratories, Inc., 
Hercules, CA).  Membranes were then blocked for 1h with milk buffer (5% powdered milk 
in water) and incubated for another hour with the primary antibody directed against 
S100A6 (S5049 SIGMA, Saint-Louis, Missouri) diluted 1:500 in milk buffer. One hour 
incubation with the secondary mouse IgG1 HRP antibody followed (sc-2060, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA) diluted 1:1000. The membranes were then washed and 
developed with enhanced chemiluminescence substrate (GE Healthcare, Buckinghamshire, 
UK). To ensure equal protein loading, membranes were incubated with an anti-β-actin 
antibody (Abcam, Cambridge, UK) diluted in milk buffer.  
 
Chapitre 5.3.4 Growth assay 
Growth rates were assessed as previously described [14]. Cells (1x105) were seeded 
onto 6 well plates on day 0. Cells were trypsinized on days 1, 3, 5, 7, 9, 11 and 13, 
resuspended in medium and counted using the CASY® cell counter (InnovatisAG, 
Germany).  Each experiment was performed in triplicate for each harvest and repeated 
once. 
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Chapitre 5.3.5.Cell line and spheroid in vitro invasion assay 
Using the Boyden chambers, the cellular invasion was assayed by the ability of cells 
to invade a synthetic basement membrane (Matrigel, Becton-Dickenson, NJ, USA). 
Polycarbonate membranes (8 µm pore size) of the upper compartment of transwell culture 
chambers were coated with 1 µg/ml Matrigel. Ovarian cancer cells lines  grown as 
monolayers were trypsinized and resuspended in OSE medium supplemented with 1% FBS 
and the spheroids were picked one by one directly from the droplets. The cell suspension 
(4000 cells) or a single spheroid (composed of approximately 4000 cells as well) were 
placed in the upper compartment of the Boyden chamber, and the lower compartment was 
filled with OSE medium supplemented with 5% FBS. Cells were incubated at 37°C for 24 
or 48 hours. Following incubation, membranes were fixed in methanol and stained with 
Giemsa Stain (Sigma-Aldrich Inc., MO, USA). Non-invading cells were removed with a 
cotton swab, while invading cells on the underside of the membrane were counted using an 
inverted microscope.  
 
Chapitre 5.3.6 Spheroid in vitro migration assay 
Using the Boyden chambers, the spheroids migration was assayed by the ability of 
cells to migrate through the polycarbonate membranes. The upper compartment of the 
Boyden chamber was filled with OSE medium supplemented with 1% FBS and the lower 
compartment was filled with 5% FBS OSE medium which is a chemotractant for the cells. 
Individual spheroids were then placed in each Boyden chamber and the cells were 
incubated at 37°C for 24 or 48 hours. Eight spheroids were used for each condition. 
Following incubation, membranes were methanol fixed and stained with Giemsa Stain 
(Sigma-Aldrich Inc., MO, USA). Non-migrating cells were removed with a cotton swab, 
while motile cells on the underside of the membrane were counted using an inverted 
microscope. 
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Relative spheroid migration was also assessed by placing individual spheroids onto 
a 48 well plate, letting the spheroids adhere to the surface of the plate and then measuring 
the surface or the distance covered by the migrating cells from the edge of the spheroid. 
The relative migration of cells from the edge of the spheroids was measured using the 
Image-Pro® Plus software (version 5.1, MediaCybernetics®, Bethesda, MD). The cellular 
migration was evaluated after 24 and 48 hours and eight spheroids were used for each 
condition. 
 
Chapitre 5.3.7 Wound-healing assay 
Migration potential was evaluated using the scratch assay method as previously 
described [16-18]. Briefly, 1 x 105 cells/well were plated onto a 6-well dish and once the 
cell confluence reached about 90%, four wounds were created in each well using a 200 µl 
plastic tip.  Wells were then carefully rinsed with PBS and fresh medium was added. In 
order to evaluate cell migration into the wound, cells were methanol-fixed and stained with 
Giemsa (Sigma-Aldrich Inc., MO, USA) at 0, 8, 24 and 48 hours after creating the wound. 
An average of 10 pictures were taken for each condition and each picture was analyzed 
using the Image-Pro® Plus software (version 5.1, MediaCybernetics®, Bethesda, MD). To 
measure the surface of each wound, a filter was first designed to recognize the cell-free 
surface as a background. A selection box was then created to analyze pictures at different 
time points and the background surface was subtracted from the total surface of the well. 
 
Chapitre 5.4 Results 
We have previously demonstrated that S100A6 is a candidate gene that stratifies 3D 
models from the monolayer cultures [3]. In vitro, the majority of our EOC cell lines express 
little or no S100A6 protein with the exception of the TOV-21G cell line (Supp. Fig. 1) and 
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two other cell lines (TOV-81D and TOV-2223G) which are non-aggressive and unable to 
form tumors in vivo [14, 19]. However, we have shown that this protein is over-expressed 
when the cell lines are cultured as spheroids in hanging droplets and this effect was most 
significant in the OV-90 cell line (Fig. 1). In order to study the impact of S100A6 inhibition 
on growth parameters, we designed small interfering oligonucleotides specific for this 
protein. We first inhibited S100A6 expression in the TOV-21G cell line which expresses 
high levels of S100A6 when cells are cultured as monolayers. Using two different 
interfering oligonucleotides (434 et 452) we were able to generate TOV-21G cell lines 
where S100A6 was partially inhibited in mixed populations of cells as well as individual 
clones where S100A6 is strongly inhibited (Figure 1B and C).  In partially inhibited cell 
lines S100A6 expression was reduced by half compared to controls (Figure 1C). 
Functional assays were then conducted in order to study the impact of S100A6 
inhibition in the TOV-21G constitutively expressing cell lines. First, we examined cellular 
morphology of monolayer cultures where no visible changes could be observed in any cell 
line (Supp. Figure 2A). When cells were cultured in spheroids, no striking changes in 
spheroid appearance were observed after four days of culture in hanging droplets (Supp. 
Figure 2B). However, at day ten, more compact spheroids were observed in cell lines where 
S100A6 was inhibited when compared to those where its expression was not modulated or 
partially inhibited (Figure 2A). Cellular proliferation was also significantly lower in 
strongly inhibited shS100A6 clones when compared to partially inhibited mixed 
populations and the controls (Figure 2B).  We then looked at cellular invasion using 
matrigel-coated Boyden chambers. S100A6 inhibition did not affect cellular invasion of the 
TOV-21G cells since there was no difference between S100A6 inhibited cell lines and 
controls (Figure 2C). However, when cellular motility was assessed in the absence of 
S100A6, cells migrated significantly faster (Figure 2D). In the constitutively expressing 
TOV-21G cell lines, total inhibition of S100A6 affects spheroid density, cellular 
proliferation and cellular migration. 
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To study the impact of S100A6 inhibition in our OV-90 model cultured as 
spheroids, shRNAs specific for S100A6 was used to generate OV-90 cell lines where 
S100A6 expression was also strongly or partially inhibited. As shown in figure 3A, the 
original OV-90 cell line expressed low levels of S100A6 in monolayer cultures, but over-
expressed this protein in the spheroid model. The same was observed in the controls with 
the exception of LacZ clone 18, which presented a similar pattern and level of expression to 
that of the shS100A6 clone 19 cell line (Figure 3A) with little variation between the 
spheroid and monolayer model systems. Both controls and shS100A6 OV-90 cell lines did 
not present any significant changes in the spheroid formation. A slight tendency toward 
smaller more compact spheroids was observed in the OV-90 shS100A6 spheroids versus 
the controls (Figure 3B and C). As expected, when cultured in monolayers, cellular 
proliferation was not influenced by the presence or absence of S100A6 (Figure 3D).  
Inhibition of this protein did not affect cellular invasion when cells were cultured as 
monolayers (Supplementary Figure 3) or spheroids (Figure 3E). Cellular motility of OV-90 
cells, cultured as monolayers or spheroids, was subsequently evaluated. As expected, no 
differences in migration was observed between controls and shS100A6 cell lines in 
monolayers (Figure 4A left panel). However, when cultured in spheroids, shS100A6 OV-
90 cells were significantly less motile (Figure 4A right panel). The effect appeared to be 
dose dependent since among the controls, the clone LacZ 18 which had a slightly lower 
expression of S100A6 also showed reduced cellular motility and the shS100A6 clone 19, 
which exhibited partial S100A6 inhibition showed slightly higher numbers of migrating 
cells then the other clones that were strongly S100A6 inhibited (Figure 4A right panel).  
Cellular migration of cells from the spheroid was also assessed by placing spheroids onto 
an adherent surface. After 48 hours we could observe and measure the area occupied by 
cells migrating from the edges of the spheroid. Although two (clone 23 and 29) out of three 
strongly inhibited clones (clone 19 was partially inhibited) demonstrated diminished 
migration, we can not conclude that there were significant differences between shS100A6 
clones and the controls when both the surface and the distance of migrating cells were 
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measured (Figure 4B).  Although most of the cells migrating around the spheroid 
progressed as a more or less compact monolayer of cells, a few cells would detach from 
this migrating united front of cells and migrate further from the spheroids (Figure 4 C left 
panel). Loosely detached cells were not present at the time when spheroids were placed 
onto the plates and were still absent eight hours later. In the shS100A6 clones, the number 
of those far migrating cells, 24 hours after the spheroids were replaced onto the plates, was 
significantly lower than in the controls. Once again the dose dependent effect in the LacZ 
clone 18 and the shS100A6 clone 19 cells was observed (Figure 4C right panel).  Although 
in our OV-90 cell line S100A6 also affects cellular motility, it seems that the effect in 
spheroids is opposite of that observed in the TOV-21G monolayer cultures. 
 
Chapitre 5.5 Discussion 
S100A6 was first identified when quiescent cells were induced to proliferate 
suggesting a linkage to the cell cycle [20]. Later on, its role was further extended to actin 
cytoskeleton and membrane dynamics based on S100A6 interaction with target proteins 
[21-23]. Recently new studies further extended potential functional roles for S100A6 in 
regulating β-catenin levels [24], heat shock proteins [5, 25-27] as well as interaction with 
p53 an important regulator of cell growth and apoptosis [28, 29]. In the past decade, the 
biological role of S100A6 has been evaluated by over-expressing or inhibiting its 
expression in different cell lines. Although the modulation of expression affects mostly cell 
proliferation, cell shape and morphology, cell adhesion and motility the results are 
conflicting [9-13, 30, 31]. We have previosuly shown that S100A6 is differentially 
expressed depending on the model system applied to the cells (2D versus 3D). In this study, 
we show that the inhibition of S100A6 in EOC cell lines impacts mostly cellular motility 
however, this could be dependant on the cell environment as the motility is increased in 
monolayer cultures but decreased when cells are cultured in hanging droplets to form 
spheroids. 
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In order to understand S100A6 involvement in the epithelial ovarian cancer, we 
inhibited its expression in an EOC cell line that over-expresses S100A6 when cultured as a 
monolayer. We show that in this context partial inhibition of S100A6 was not sufficient to 
induce clear change in the biological functions studied (Figure 2). However, a drastic 
reduction in the expression of S100A6 in the EOC TOV-21G cell line affected cellular 
proliferation and adhesive properties as well as cellular motility. These results corroborate 
earlier research showing that S100A6 over-expression diminishes cellular motility, 
anchorage independent growth and correlates with a smaller number of metastases [11].  
Other groups have also shown similar results with regards to proliferation [12, 30, 31] and 
motility [9]. Slomnicki et al. [10] also demonstrated that S100A6 inhibition influenced 
cellular adhesion. In fact, cells showing inhibited S100A6 expression displayed stronger 
adhesion to different extracellular matrix proteins. In our study, we show that TOV-21G 
cells, which normally form only aggregates in hanging droplets, formed more compact 
aggregates when S100A6 was strongly inhibited (Figure 2). In contrast, other studies 
showed that inhibition of S100A6 in pancreatic cells resulted in a diminution of cellular 
motility and invasion [12, 13]. All previous studies were conducted using cells cultured as 
monolayers. However, we identified S100A6 as a candidate gene that is similarly over-
expressed in spheroids and xenografts but not in monolayer cultures [32]. Moreover, even 
though S100A6 is highly expressed in fibroblasts, epithelial cells [33], and often over-
expressed in numerous cancers, only few cell lines are available that over-express this 
protein (reviewed in [5]). We have previously shown that the majority of EOC over-express 
this protein, however most of our EOC cell lines cultured as monolayers express little or no 
S100A6 (Supplementary Fig.1). When the same cell lines were cultured as 3D spheroids in 
an anchorage independent manner or xenografted in SCID mice, S100A6 was over-
expressed [32].  The OV-90 cell line, which demonstrated the greatest fold change in 
S100A6 expression between monolayer cultures and spheroids, was used to study the 
impact of S100A6 inhibition on biological functions. As this cell lines does not strongly 
express S100A6 when cultured as a monolayer, we did not anticipate great changes in 
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functional studies in monolayer cultures. In fact, no changes were observed between 
S100A6-inhibited cells and controls when cells were cultured as monolayers. In spheroids, 
a slight tendency toward smaller more compact spheroids was observed suggesting that the 
cells could have stronger adhesive properties as in the TOV-21G spheroids. However, the 
inhibition of S100A6 in spheroids had the greatest impact on cellular motility which was 
inhibited. This was opposite of that observed for the TOV-21G which was stimulated.  
Hence, when cells were cultured in a 3D environment, the absence of S100A6 inhibited 
cellular motility. Through protein interaction studies, many protein targets of S100A6 were 
identified. Among these are actin binding proteins such as annexins, tropomyosin, 
caldesmon and calponin [5, 6]. During spheroid formation, changes occur in the 
cytoskeleton due to cellular re-organization and change in cell shape that are similar to 
processes observed in tissue morphogenesis [34].  As a result, the impact of S100A6 
inhibition may be more accurately evaluated in a 3D dimensional model. A positive 
corrélation between S100A6 expression and tumor metastasis has been previously 
demonstrated in in vivo studies in mice [35].  Positive correlations were also observed for 
normal versus malignant specimens of colon cancer and benign versus malignant pancreatic 
cells [36, 37]. Our results using a monolayer model of S100A6 over-expression corroborate 
earlier in vitro studies which are in contrast to what has been observed in vivo. However, 
the impact of S100A6 inhibition in a spheroid model that is an intermediate between in vivo 
tumors and in vitro monolayer cultures more accurately reflects the role of this protein in 
vivo. With a positive correlation between metastasis and S100A6 expression one would 
speculate that S100A6 inhibition would negatively affect processes of cellular invasion and 
motility. Using monolayer models, the majority of previous studies including our own 
showed the opposite as cellular motility was stimulated by the inhibition of S100A6. We 
have previously shown that growing cells under non-adherent conditions stimulates 
S100A6 expression [5]. Here we show that S100A6 inhibition is more physiologically 
relevant in this model. 
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Developing a S100A6 knock-out mouse would greatly help to study and understand 
the biological function of this protein. Since S100A6 is implicated in more than just the 
regulation of actin cytoskeleton and has many different target proteins, it will be very 
interesting to observe the phenotype associated with its loss on a systemic level. 
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Figure  1. S100A6 expression in model systems of EOC.  
A) Differential S100A6 expression verified using Western blotting in EOC model systems. 
TOV-21G cell line expressing high levels of S100A6 while OV-90 does not express 
S100A6 as a monolayer but over-expresses it when cultured in 3D. B) Knockdown of 
S100A6 using shRNA in the TOV-21G cell line. shLacZ and a GFP transfected lines 
(mixed populations) were used as controls. Partial inhibition of S100A6 expression was 
achieved in mixed populations and clones were derived to select for total inhibition. 
Densitometry analysis of the western blot is shown in the right panel. Actin was used as a 
loading control. 
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Figure 2. 
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Figure 2. Functional studies of the impact of S100A6 inhibition in the TOV-21G cell 
line.  
A) Spheroid formation in hanging droplets 10 days after seeding. Spheroids cultivated from 
cell line clones inhibited for S100A6 form more compact spheroids. B) Growth curves of 
control and shS100A6 TOV-21G cell lines. 1 x 105 cells were plated into six-well plates. 
Cells were trypsinized and counted every 48h for 13 days. Two separate experiments were 
performed in triplicate. C) Invasion assay using modified Boyden chambers. The capability 
of the cells to invade through matrigel membranes was verified and the invasion potential 
did not vary significantly between the controls and shS100A6 cell lines. The experiments 
were performed in duplicate. D) Wound-healing assay was performed to verify cellular 
motility. Cells were plated into a six-well dish and at near confluence, wounds were 
generated. Cells were methanol-fixed and stained with Giemsa at different time points in 
order to evaluate cell migration (24h and 48h after the scratch was performed). The 
experiments were performed in triplicate. A significant difference was noted between 
controls and sh100A6 cell lines. Right panels represent average values of the three groups 
(controls, partially inhibited mixed population and totally inhibited clones). The p value for 
24h = 0.0036 and the p value for 48h = 0.008. 
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Figure 3. 
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Figure 3. S100A6 inhibition in the OV-90 cell line.  
 A) Western blot analysis of S100A6 expression in both controls (WT: wild type, shLacZ 
mixed populations and individual clones as well as shS100A6 clones). Expression was 
verified in both monolayer cultures (M) as well as spheroids (S). In controls, clear over-
expression in spheroids compared to monolayer cultures was observed in all cell lines 
except LacZ clone 18 (slight over-expression). S100A6 was significantly inhibited using 
shRNA in all clones except clone 19 where only partial inhibition was observed. Actin was 
used as loading control. Right panel shows densitometry analysis of the western blot. B) 
Spheroid size was measured using Image-Pro® Plus software. Insert shows the star pattern 
that was used to measure spheroid diameter. For each cell line, eight spheroids were 
measured and the experiment performed twice. C) Spheroid formation in hanging droplet. 
All spheroids were of comparable size and density. D) Growth curves of control and 
shS100A6 OV-90 cell lines. 1 x 105 cells were plated onto six well plates. Cells were 
trypsinized and counted every 48h for 11 days. Two separate experiments were performed 
in triplicate. No significant change in growth rates was observed. D) Invasion assay using 
modified Boyden chambers. The capability of the cells cultured as spheroids to invade 
through matrigel membranes was verified and the invasion potential did not vary 
significantly between the controls and shS100A6 cell lines. The experiments were 
performed twice with eight spheroids each time. 
 
 
  
 
107
 
Figure 4. 
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Figure 4. Cellular motility assays for OV-90 cell lines. 
A) Cellular motility was examined using the wound-healing assay for monolayer cultures 
(left panel) and the modified Boyden chambers for cells cultured as spheroids. No 
significant difference was observed for the monolayer cultures. Cellular motility was 
inhibited when shS100A6 OV-90 cell lines were cultured as spheroids in hanging droplets. 
Two separate experiments were performed in triplicate for wound-healing assays and twice 
using eight spheroids each time for the modified Boyden chamber assays. B) Cellular 
motility from the edge of the spheroids was assayed by replating spheroids in 48 well plates 
and measuring the distance of migrating cells around the spheroids. Left panel shows the 
surface occupied by the cells around the spheroid that was measured using Image-Pro® 
Plus software and the right panel shows the distance measured from the edge of the 
spheroids. C) When spheroids were placed into 48 well plates, individual cells detached 
from the spheroids to migrate separately of the migrating front of cells around the spheroid 
(left panel arrows). The number of these cells was lower for the shS100A6 OV-90 clones 
than the controls. Both Clone 19 and the shLacZ clone 18 control show partial S100A6 
inhibition. The number of individual migrating cells is similar for these two clones.  
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Chapitre 6.1 Abstract 
Background : Cell lines constitute a powerful model to study cancer, and here we 
describe three new epithelial ovarian cancer (EOC) cell lines derived from poorly 
differentiated serous solid tumors (TOV-1946, and TOV-2223G), as well as the matched 
ascites for one case (OV-1946). 
Methods : In addition to growth parameters, the cell lines were characterized for 
anchorage independent growth, migration and invasion potential, ability to form spheroids 
and xenografts in SCID mice.  
Results : While all cell lines were capable of anchorage independent growth, only 
the TOV-1946 and OV-1946 cell lines were able to form spheroid and produce tumors. 
Profiling of keratins, p53 and Her2 protein expression was assessed by 
immunohistochemistry and western blot analyses. Somatic TP53 mutations were found in 
all cell lines, with TOV-1946 and OV-1946 harboring the same mutation, and none 
harbored the commonly observed somatic mutations in BRAF, KRAS or germline BRCA1/2 
mutations found to recur in the French Canadian population. Conventional cytogenetics and 
spectral karyotype (SKY) analyses revealed complex karyotypes often observed in ovarian 
disease.  
Conclusions : This is the first report of the establishment of matched EOC cell lines 
derived from both solid tumor and ascites of the same patient. 
Keywords: epithelial ovarian cancer, serous tumors, cell line, immunohistochemistry, 
mutation analysis, tumorigenicity assays, SKY 
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Chapitre 6.2 Introduction 
Epithelial ovarian cancer (EOC) is often described as the silent killer or the disease 
that whispers mainly due to absence of symptoms. This combined with the lack of 
specific/sensitive markers and/or techniques of screening leads to the diagnosis at late 
stages of the disease in more than 70% of patients. Unfortunately, the five year survival rate 
at this point of the disease is less than 30% [1]. Although EOC is not the most prevalent of 
cancers, it accounts for the highest number of deaths from a gynecologic malignancy.   
EOC is a complex disease stratified according to histopathological and 
morphological criteria. The majority of EOCs are thought to arise from the ovarian surface 
epithelium (OSE) that is derived from the coelomic epithelium. OSE is composed of 
multipotent cells that can differentiate and give rise to tumors of different histopathology 
types [1, 2]. The latter are defined by the International Federation of Gynecology and 
Obstetrics (FIGO) [3] and represent serous, endometrioid, mucinous, clear cell, de Brenner, 
mixed and undifferentiated subtypes. Serous type tumors are the most common subtype of 
EOC identified in more than 50% of cases. EOC tumors are graded according to the degree 
of differentiation of tumor cells which can vary from well (grade 1), moderately (grade 2) 
or poorly (grade 3) differentiated cells. Finally, EOC tumors are also classified according to 
the spread of the disease varying from stage I when tumors are confined to the ovaries to 
stage IV when distant metastases are observed. 
Over the past years several laboratories, including ours [4], have established and 
characterized cell lines derived from EOC tumors. However, the majority of these EOC cell 
lines were established from patients ascites [4-29] and only few were derived from solid 
tumors [4, 12, 30-37]. Moreover, EOC cell lines have rarely been derived from 
chemotherapy-naive patients while others were established following viral transformation 
(SV40 Large T antigen) (such as NMSO cell line) [38, 39] or xenograft passage in 
immunocompromised mice (such as the HEY, HO-8910PM, and AMOC-2 cell lines) [10, 
40, 41]. In addition, few cell lines derived from serous EOC tumors are available even 
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though this subtype represents the most frequently occurring histopathology subtype (such 
as the TOV-81D, FU-OV-1, and HOC1-7 cell lines) [4, 10, 11, 33, 35].  
In this study, we describe three new serous EOC cell lines that were derived in our 
laboratory from either solid tumors or ascites of two chemotherapy-naïve patients. This is 
the first report characterizing cell lines derived from both solid tumor and ascites of the 
same patient. Moreover, the molecular and growth characteristics of the three cell lines 
present some unique features thereby providing the research community with new tools in 
the study of different aspects of serous EOC. 
 
Chapitre 6.3 Material and Method 
Chapitre 6.3.1 Sample and Patient data 
Tumor samples were collected and banked following surgeries performed within the 
Division of Gynecologic Oncology at the Centre hospitalier de l’Université de Montréal 
(Hôpital Notre-Dame). Appropriate consent from the patients was obtained prior to sample 
collection according to the CHUM institutional ethics committee recommendation. Stage 
was determined at the time of surgery. Histopathology and tumor grade were assigned by a 
pathologist according to the International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) 
criteria [3].  
 
Chapitre 6.3.2 Establishment of the cell lines and culture conditions 
All primary cultures and cell lines were cultured in OSE medium (Wisent, Qc, 
Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2.5 µg/ml amphotericin B and 
50 µg/ml gentamicin. Cells were incubated in 5% CO2 and 5% O2.  
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The TOV-1946 cell line was established using the previously described scrape 
method on tumor tissue from patient 1946 [42, 43]. Briefly, tumor tissue was gently 
scraped into a 100 mm petri dish containing supplemented OSE medium. TOV-1946 cells 
were maintained in the same petri dish for the first 40 days and medium was replaced 
weekly. After 40 days, 80% confluence was attained and TOV-1946 cells were divided into 
two petri dishes. They were then divided in a proportion of 2:3 once a week for the first 15 
passages and 1:2 twice a week thereafter until passage 70. Subsequently, cells were 
maintained and divided in a proportion of 1:5 twice a week. 
The OV-1946 cell line was established from a mass of cells from the ascites of 
patient 1946. The mass was macro-dissected into small pieces, which were kept in a 
100mm petri dish for 27 days at which point adherent cells reached 80% confluence. Pieces 
of tissue were then discarded.  Cells were divided in a proportion of 2:3 every week for the 
first 15 passages and then 1:2 twice a week until passage 70. Cells were then maintained 
and divided in a proportion of 1:5 twice a week. 
The TOV-2223 cell line was established from patient 2223 tumor tissue using the 
collagenase method. Briefly, tumor tissue was macro-dissected onto a 100 mm petri dish 
containing serum free OSE medium supplemented with 1000U of collagenase (Sigma-
Aldrich, ON, Canada). After 3-4 hours at 37ºC, cells were resuspended into 8 ml of 
medium and the remaining tumor tissue pieces were discarded. The medium containing 
cells was then divided into four 60 mm petri dishes and 10% FBS was added. Cells were 
divided 1:2 once a week until passage 19 and then twice a week until passage 70. 
Subsequently, cells were maintained and divided in a proportion of 1:3 twice a week. 
 
Chapitre 6.3.3 Antibodies 
For immunohistochemistry and western blot analyses, the following antibodies were 
used: beta actin AC-15 (ab6276 from Abcam inc. MA, USA), p53 (D0-1) (sc-126 from 
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Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-c-ErbB2/c-Neu (OP15, Calbiochem, ON, 
Canada), Keratin 19 Ab-1 (Ms198-P0, Lab Vision Corp., CA, USA), Keratin 7 Ab-2 (MS-
1352-P0) and Keratin 8 Ab-4 (MS-997-P0, both from NeoMarker, Medicorp, Qc, Canada).   
 
Chapitre 6.3.4 Immunohistochemistry 
Formalin fixed paraffin embedded tumors were sectioned at 4 µm and the slides 
were stained using the immunoperoxidase method. Briefly, tissue sections were heated at 
60oC for 30 minutes, deparaffinized in toluene and rehydrated in an ethanol gradient. Slides 
were submerged in boiling citrate buffer (0.01M citric acid adjusted to pH 6.0) and 
microwaved for 10 min to unmask antigens. A 3% H2O2 treatment was used to eliminate 
endogenous peroxidase activity. The sections were blocked with a protein blocking serum-
free reagent (DakoCytomation Inc., ON, Canada) and incubated with different antibodies 
for 60 min at room temperature.  
The optimal concentration for each primary antibody was determined by serial 
dilutions. Tissues were incubated with either a secondary biotinylated antibody 
(DakoCytomation Inc., ON, Canada) or a rabbit anti-goat biotin-conjugated antibody 
(1:300) (sc-2774, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) for 20 min followed by incubation 
with a streptavidin-peroxidase complex (DakoCytomation Inc., On, Canada) for 20 min at 
room temperature. Reaction products were developed using diaminobenzidine containing 
0.3% H2O2 as a peroxidase substrate. Nuclei were counterstained with hematoxylin and all 
sections were observed by light microscopy at 400X magnification. Substitution of the 
primary antibody with phosphate buffered saline served as a negative control.  
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Chapitre 6.3.5 Growth rate  
Growth rates were assessed as previously described [4]. On day 0, 1x105 cells were 
seeded onto 60mm petri dishes. On day 1, 3, 5, 7, 9, 11 and 13 the cells were trypsinized, 
resuspended in medium and counted using a hemacytometer. Each experiment was 
performed in triplicate for each harvest and repeated once. Saturation density was defined 
as the mean maximum number of cells at confluence counted from two independent 
experiments performed with triplicates and the doubling time was calculated according to 
the slope of the linear portion of the growth curve. 
 
Chapitre 6.3.5 Anchorage independent growth in soft agarose and three-
dimensional culture  
Cell lines were assayed for their ability to grow in anchorage independent 
conditions by culturing 1x104 cells in agarose (0.33g/100ml OSE complete medium for the 
upper layer and 0.66g/100ml OSE complete medium for the base layer) [43]. Cells were 
cultured in soft agar for three weeks, colonies were photographed and these were used for 
counting. Two independent experiments performed in duplicate. 
Cell lines were tested for their ability to form three-dimensional aggregates or 
spheroids as previously described [44, 45].  Briefly, 4000 cells were suspended in 15 µl of 
OSE complete medium. The droplets of medium containing cells are then placed on the 
cover of non-coated plastic tissue culture plate. The cover is placed on a dish containing 10 
ml of PBS to prevent dehydration of the droplets. The ability to form spheroids was 
assessed after four days. 
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Chapitre 6.3.6 Low serum growth 
Tumor cell growth in low serum conditions was assessed by plating cells in six well 
plates in OSE medium supplemented of 1% FBS, 2.5 µg/ml amphotericin B and 50 µg/ml 
gentamicin and cultured for 21 days. The medium was changed every seven days. The 
experiments were performed in duplicate. 
 
Chapitre 6.3.7 Wound-healing assay 
 Migration potential was evaluated using the scratch assay method as 
previously described [46-48]. Briefly, cells were plated onto a 12-well dish and once the 
cell confluence reached about 90%, wounds were created using a 200 µl plastic tip. In order 
to evaluate cell migration into the wound, cells were methanol-fixed and stained with 
Giemsa (Sigma-Aldrich Inc., MO, USA) at 0, 8, 24 and 48 hours after creating the wound. 
The experiments were performed twice in triplicate.  
 
Chapitre 6.3.8 In vitro invasion assay 
Cellular invasion was assayed by the ability of cells to invade a synthetic basement 
membrane (Matrigel, Becton-Dickenson, NJ, USA) using Boyden chambers. Polycarbonate 
membranes (8 µm pore size) of the upper compartment of transwell culture chambers were 
coated with 0.4 µg/ml Matrigel. Ovarian cancer cells were trypsinized and resuspended in 
OSE medium supplemented with 1% FBS. The cell suspension (2 X 104 cells/well) was 
placed in the upper compartment of the Boyden chamber, and the lower compartment was 
filled with OSE medium with 5% FBS. Cells were incubated at 37°C for 24 hours. 
Following incubation, membranes were méthanol-fixed and stained with Giemsa (Sigma-
Aldrich Inc., MO, USA). Non-invading cells were removed with a cotton swab, while 
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invading cells on the underside of the membrane were counted using an inverted 
microscope. The experiments were performed in duplicate. 
 
Chapitre 6.3.9 In vivo growth in SCID mice 
The tumorigenic potential of cell lines was assessed based on their ability to form 
tumors in 45 day-old female SCID mice at subcutaneous (s.c.) left gluteal or intraperitoneal 
(i.p.) injection sites.  Each mouse was injected with 5x106 cells suspended in phosphate 
buffered saline (PBS). The animals were housed under sterile conditions in a laminar flow 
environment with ad-lib access to food and water.  Tumor formation was assessed over 180 
days. Animals were sacrificed before neoplastic masses reached limit points established by 
the Institutional Committee on Animal Protection (CIPA) according to the Canadian 
Council on Animal Care. 
 
Chapitre 6.3.10 Mutation analyses  
TP53 mutations were detected by single-strand conformation polymorphism (SSCP) 
analysis of cell line DNA. Polymerase chain reaction (PCR) was used to amplify exons 5-9 
of TP53 as previously described [49]. Mutations were detected as band shift relative to the 
wild-type pattern, and confirmed by sequence analysis (McGill University and Genome 
Quebec Innovation Centre, Montreal, Quebec, Canada). If negative by the SSCP assay, 
samples were sequenced for exons 2-11 (translated region), as previously described [50]. 
KRAS was investigated by sequencing genomic regions corresponding to codons 12 and 13 
as previously described [51]. Microsatellite instability (MSI) was established as previously 
described [4].  
BRAF exons 11 and 15 were analyzed by SSCP analysis. PCR was performed in a 
12.5 µl volume containing 200 ng of genomic DNA; 1.25 µCi of [35S]dATP (Perkin-
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Elmer, ON, Canada); 1X PCR buffer (Invitrogen, ON, Canada); 2.5 nmol each dCTP, 
dGTP and dTTP; 0.3 nmol dATP; 1.5 mM MgCl2; 15 pmol of each primer [52]; and 0.5 U 
of Taq DNA polymerase (Invitrogen, ON, Canada). The PCR conditions were 3 min at 
95˚C, 35 cycles of 94˚C for 30 sec, 55˚C for 30 sec and 72˚C for 30 sec. The reaction 
products were diluted 2:3 with stop buffer (90% formamide, 10 mM EDTA, 10% 
bromophenol blue and 10% xylene cyanol) and heated at 95˚C for 10 min before loading on 
a 0.5X MDE (Mandel Scientific, ON, Canada) non-denaturing gel. The products were 
electrophoresed at 25 W at 4˚C for 6 h. Gels were dried at 80˚C and autoradiographed at 
room temperature for 2-3 days on Kodak Biomax MR film (Perkin-Elmer, ON, Canada). 
Mutations were detected as band shift relative to the wild-type pattern, and confirmed by 
sequence analysis (McGill University and Genome Quebec Innovation Centre). 
 The common French Canadian founder mutations 4446C>T and 
2953delGTAinsC in BRCA1 and 8765delAG, 6085G>T and 3398delAAAAG in BRCA2 
were investigated in DNA from patient matched peripheral blood lymphocytes as described 
[53, 54]. 
 
Chapitre 6.3.11 Conventional cytogenetics and Spectral Karyotyping 
(SKY) of the cell lines 
Metaphase preparation and cytogenetic analyses with a trypsin-Giemsa banding technique 
of the TOV-2223, TOV-1946 and OV-1946 ovarian cancer cell lines were performed 
according to standard cytogenetic procedures. Clonal chromosomal abnormalities and 
GTG-banded karyotypes were described according to the International System for Human 
Cytogenetic Nomenclature [55]. Metaphase cells from the same culture passage were used 
for standard and spectral karyotyping of each ovarian cancer cell line. Slide pretreatment, 
hybridization with the SkyPaintTM human probes and detection were performed with the 
protocol provided by Applied Spectral Imaging (ASI, http://www.spectral-imaging.com/) 
with minor modifications. Spectral images were acquired with a SpectraCube® system 
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(ASI) mounted on a Zeiss Axioplan II microscope and analyzed using the SkyView version 
1.6.1 software (ASI). 
 
Chapitre 6.4 Results  
Chapitre 6.4.1 Primary culture, cell line and tumor tissue phenotype 
Cell lines were derived from both solid tumors (TOV-1946 and TOV-2223G) and 
ascites (OV-1946) of two chemotherapy naive patients. Patients 1946 and 2223 from which 
the cell lines were derived both presented poorly differentiated (grade 3) serous papillary 
cystadenocarcinoma at stage IIIC. Based on residual tumor present following surgery, both 
patients were considered to be suboptimally debulked. Patient 2223 received a palliative 
treatment only and survived for 18 months while patient 1946 died from post-operative 
complications. Patient 1946 did not have any known familial history of cancer. However, 
two sisters of patient 2223 were diagnosed with ovarian cancer (70 and 80 years old) and 
numerous colon cancers were diagnosed within the family. Clinical data for both patients 
are summarized in Table 1.  
At initial passage all three cell lines appeared more (TOV-1946 and TOV-2223) or 
less (OV-1946) heterogenous with populations of cells with obvious fibroblastic 
contaminants (Figure 1A, C, E). With subsequent passages, a selection toward a more 
homogenous population of cells occurred and cell lines presented a cobblestone 
morphology characteristic of epithelial cells (Figure 1B, D, F).  
Hematoxylin-Eosin stained tumor tissue sections of patient 1946 and 2223 (Figure 
1G and 1H, respectively) presented typical poorly differentiated tumor masses. While all 
cell lines exhibited similar cobblestone morphologies typical of epithelial cells, the TOV-
2223 cells are larger than the TOV-1946 and OV-1946 cells (Figure B, D, F). This reflects 
morphological differences in the corresponding tumor tissues where cells in the TOV-2223 
tumors were larger than those observed in the 1946 tumor (Figure 1G,H).  
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One of the hallmarks of cancer cells is their ability to grow in the absence of 
exogenous growth factors, which can be verified by culturing cancer cells in low serum 
conditions. All cell lines were able to grow in a medium containing only 1% of FBS. In 
general however, growth rates were slower in low serum conditions than those observed in 
a typical 10% FBS environments (data not shown).  
 
Chapitre 6.4.2 Solid tumor and cell line expression of keratins, TP53 and 
HER2 
In order to further establish the epithelial characteristics of our cell lines, keratin 
expression was assessed. Both TOV-1946 and OV-1946 cell lines expressed Krt7 and 
hence mirror keratin expression observed in vivo in the original tumor (Figure 2A and 2I). 
However, the TOV-1946 cell line expressed a much higher level of this keratin when 
compared to its ascites counterpart (Figure 2I). As reflected by immunohistochemistry and 
western blot analyses, although TOV-2223 tumor tissue expressed Krt7, the corresponding 
cell line seems to have lost the capacity to express this particular keratin (Figure 2E and 2I). 
The epithelial characteristics of the cell lines were also verified by the expression of Krt18 
and Krt8, which are also markers of epithelial cells. The expression of these keratins was 
observed only in the TOV-2223 cell line (Figure 2I). The gastro-intestinal tract tumor 
marker Krt20 was absent in both tumor tissues and all cell lines (Figure 2B and 2F). 
We assessed the expression of p53 and Her2 in both original tumor tissues and cell 
lines. Tumor tissues from both patients exhibited Her2 expression (Figure 2C and 2G), 
however the level of expression was stronger in the TOV-2223 tumor tissue (Figure 2G). 
This is concordant with Her2 expression in the cell lines by western blot analysis (Figure 
2I). We also examined p53 expression by immunohistochemistry. Positive staining with the 
p53 antigen is often indicative of TP53 gene mutation. The tissue from patient 1946 
exhibited positive nuclear staining for p53 (Figure 2D) in contrast to that observed with the 
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tumor from the patient 2223 (Figure 2H). p53 positive immunoreactivity was mirrored in 
the cell lines by western blot (Figure 2I).   
 
Chapitre 6.4.3 Cell growth rate and tumorigenicity assays 
The growth characteristics of the new cell lines were also assessed (Table 2 and 
Figure 3) and compared to TOV-112D, a cell line previously established and characterized 
in our laboratory [4]. The new EOC cell lines exhibited slower growth rates than the very 
aggressive TOV-112D reference cell line (Table 2 and Figure 3A). TOV-1946 has the 
shortest doubling time (1.3 days) when compared to the other two new cell lines (2.5 and 
2.6 days for OV-1946 and TOV-2223 respectively). All cell lines exhibited similar 
saturation density although inferior (almost half) to that of TOV-112D. These results are 
consistent with the observation that TOV-112D exhibited small cells with a tendency to 
compact and form foci [4] as opposed to 1946 and 2223 cell lines which respectively show 
cells of medium and large size. The capacity of the new cell lines to form foci at high cell 
inocula and density was also verified and confirmed. The cell lines described here exhibit 
all the qualities of an established immortalized cell lines as they were all kept in culture for 
more than 150 passages. 
To further characterize the new cell lines, the migration potential was assessed 
(Table 2 and Figure 3B). TOV-1946 cells migrated faster than the other three cell lines, as 
they were able to close the wound in 24 hours. The migration patterns of TOV-112D and 
OV-1946 were similar and filled the wound in 48 hours. However, TOV-2223 migrated 
more slowly and needed more than 48 hours to close the wound.  
Using the modified Boyden chambers, we then measured the capability of the cells 
to invade through matrigel membranes (Table 2 and Figure 3C). We noted an increase in 
invasion potential from TOV-112D, OV-1946, TOV-2223 and TOV-1946, where TOV-
112D was the least invasive and TOV-1946 the most invasive.  
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We next monitored the capacity of the cells to form three-dimensional structures in 
hanging droplets, a method routinely used in our laboratory. Only TOV-112D cells were 
able to form very compact spheroids, OV-1946 formed less compact spheroids, TOV-1946 
cells formed loose aggregates of cells. The TOV-2223 cells were unable to form any 
aggregates and cells were individually spread across the droplet (Table 2 and Figure 3D).   
We next measured the capability of the cell lines to grow in an anchorage 
independent environment by culturing the cells in soft agarose (Table 2). All cell lines were 
able to form colonies in soft agarose. The size of the colonies were similar for TOV-112D, 
TOV-1946 and OV-1946 but were larger than TOV-2223. The number of colonies 
increased from TOV-1946, TOV-2223, OV-1946 and TOV-112D with TOV-1946 having 
the lowest number of colonies and TOV112D the highest. 
Finally, we monitored the potential of in vivo growth by injecting tumor cells at 
intraperitoneal or subcutaneous sites in SCID mice (Table 2). Subcutaneous tumors were 
observed only for the TOV-112D cell line. However, intraperitoneal (IP) tumors were also 
observed for the TOV1946 and OV1946 cell lines. The TOV-1946 cell line formed tumors 
in only 3 mice and only after an average of 125 days. The OV-1946 cell line formed tumors 
more rapidly (average 63 days) and a greater number of tumors (5 mice). The TOV2223 
cell lines did not form tumors in mice (Table 2) however one mouse showed very small 
masses on liver lobes when all mice were sacrificed at approximately seven months post-
injection (data not shown).  
 
Chapitre 6.4.4.Mutation status of the new EOC cell lines 
In order to further characterize the cell lines, we performed somatic mutation 
analysis of TP53, KRAS, and BRAF as well as assayed for evidence of microsatellite 
instability (Table 3). Germline mutation (BRCA1 and BRCA2) analysis was limited to the 
recurrent mutations found in women of French-Canadian descent as cell lines were derived 
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from patients of this ancestral origin [53]. Sequence variations in TP53 were identified in 
the DNA from all three EOC cell lines (Table 3). The same variant in exon 8, which is 
expected to confer an amino acid substitution of arginine to cysteine at codon 273, was 
identified in both TOV-1946 and OV-1946. The TP53 sequence variants are classified as 
deleterious mutations in the IARC TP53 mutation database (www-p53.iarc.fr) [56]. The 
TP53 mutation status of TOV-1946 and OV-1946 is consistent with IHC results in these 
cell lines (Figure 2D and 2I). Although TOV-2223 harbors a TP53 mutation, IHC staining 
was negative (Figure 2). This is not inconsistent with independent reports that only a 
smaller fraction of cancers (about 12%) harboring nonsense mutations exhibited IHC-
positivity as compared to IHC-negative nonsense mutations (IARC TP53 mutation 
database) [56]. As TP53 mutation analysis revealed no evidence of heterozygosity, it is 
likely that no functional p53 is encoded in these cell lines. No mutations in the other genes 
studied were found in the cell lines.  
 
Chapitre 6.4.5 Cytogenetics and Spectral Karyotyping 
The cytogenetic alterations of the three cell lines were assessed by G-banded 
karyotyping and by spectral karyotyping (SKY). Twenty-five metaphases in G-banding and 
thirty-two metaphases in SKY (TOV-2223), twenty-two metaphases in G-banding and 
thirty-nine metaphases in SKY (TOV-1946) and nineteen metaphases in G-banding and 
fifteen metaphases in SKY (OV-1946) were analyzed. The G-banded analysis of the three 
cell lines revealed a modal number of 51 to 71 chromosomes with complex karyotypes that 
are described as a composite karyotype containing the clonal chromosomal abnormalities 
(table 4) [55]. 
For the definition of the chromosomal breakpoints and the characterization of the 
marker chromosomes, the inverted-DAPI banding and spectral images were compared with 
the SKY-painted chromosomes of the same cell and then studied with the G-banded 
karyotypes for each cell line. This method allows a better identification of the numerous 
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chromosomal rearrangements and several markers in each cell line. It is noteworthy that 
there were common but also unique chromosomal abnormalities when comparing the TOV-
1946 and OV-1946 cell lines. Some representative metaphases are shown in figure 4 and 
additional Figures 1-3. 
 
Chapitre 6.5 Discussion 
In order to establish new cellular models of EOC, all samples of ovarian tissues 
collected for our tumor banks are processed to derive primary cell cultures. Occasionally, 
some of the primary cultures evolve to become immortal cell lines. So far, we have been 
successful in establishing seven EOC cell lines [4], three of which are described here. All 
cell lines were derived from patients who were never exposed to chemotherapy. This is of 
importance, since the majority of available cellular models originate from samples obtained 
following neoadjuvant therapy that could introduce genetic events not related to the biology 
of the disease.  
Early in culture, cell lines presented heterogenous populations of cells that 
eventually progressed toward a more uniform population of cells with cobblestone-like 
morphology typical of epithelial cells. All cell lines grew as adherent monolayers without 
evidence of cellular piling. However, we noted that TOV-2223 cells were more adherent to 
the petri dish when compared to TOV- and OV-1946. Indeed, a longer trypsinization time 
is required to detach these cells from the petri dish. Also, when fixed in methanol, a large 
portion of both 1946 cell lines detached from the solid support while 2223 cells did not 
(data not shown). The homogeneity of cells observed at passage 0 of OV-1946 could reflect 
the fact that these cells came from a mass in the patient’s ascites that is more homogenous 
then a tumor mass often composed of, among others, epithelial tumor cells, stromal cells 
and endothelial cells.  
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Cell lines were also evaluated on their capacity to survive and grow in low serum 
conditions. It is worth noticing that although in normal growth conditions both TOV and 
OV-1946 cell lines present similar growth rates, in low serum conditions the later is almost 
two times slower. This could be in line with the fact that the OV-1946 cell line comes from 
ascites which is rich in growth factors and in culture can replace FBS [57]. This cell line 
could hence be more dependent on growth signals provided by the environment as opposed 
to cells originating from solid tumors where cells may be predicted to be more self-
sufficient. 
In epithelial cells, intermediate filaments are composed of keratins that vary 
according to the differentiation of the cells. Both OSE and EOC tumors are characterized 
by the expression of different keratins such as KRT7, KRT8 and KRT18. In order to 
determine if our cell lines presented these EOC markers, we monitored protein expression 
of Krt7, Krt8 and Krt18 by western blot. When antibodies were appropriate for 
immunohistochemistry on paraffin embedded tissues, we also compared keratins 
expression in the original tumor tissues. It is also well described that monitoring expression 
of Krt7 and Krt20 could distinguish between ovarian and gastro-intestinal tract tumors 
(reviewed in [58]). Both the 1946 and the 2223 patients presented different epithelium 
specific Krt expression (Figure 2A and 2E) but did not express Krt20. It is worth noting 
that the Krt patterns were not all the same between different cell lines.  Stronger expression 
of Krt7 is observed in TOV-1946 and TOV-2223G was the only cell line that expressed 
Krt18 and Krt8. This underlines the fact that these cell lines are biologically different even 
though they originate from tissues representing the same type of serous EOC disease. 
Moreover, Krt7 is also differentially expressed between the TOV-1946 and OV-1946 cell 
lines that not only originate from the same type of disease but also from the same patient 
and differences are related to solid tumor versus ascites.  
In EOC, 25 to 30% of the tumors present an amplification of the HER2 gene leading 
to the overexpression of the protein Her2 (reviewed in [2, 59-61]). The overexpression of 
this growth factor receptor alone was shown to be sufficient to induce malignant 
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transformation and is implicated in ovarian cancer as well as many other types of cancer 
[62-65]. In EOCs of advanced stage, over 50% of the tumors were shown to be mutated in 
the TP53 gene (reviewed in [2, 59-61]). All three cell lines showed Her2 protein expression 
and contained TP53 gene mutations. 
Differences in growth rates, migration, invasion and spheroid formation between the 
TOV-1946 and TOV-2223 underline the diversity of phenotypes that can be observed 
within the same type of serous EOC disease. The results from the comparison of the TOV-
1946 and OV-1946 growth characteristics, demonstrate that these cell lines present with 
unique phenotypes. Indeed, TOV-1946 cells had a better capability to invade and migrate 
although their capacity to form spheroid is reduced compared to the OV-1946 cells. One 
might speculate that cells derived from solid tumor conserve their migration and invasion 
property but in ascites, these characteristics are less vital. It has been previously shown that 
cells present in ascites form spheres or aggregates that can adhere to different extracellular 
matrices as well as to normal human mesothelial cells [66] but are not always invasive. The 
role of spheroids in ascites of ovarian cancer patients remains undefined. This is the first 
report of cell lines derived both from solid tumor and ascites cells of the same patient and 
further studies on these cell lines may provide useful insights into the biological 
progression of EOCs. 
As both the TOV-1946 and OV-1946 injected mice developed ascites we 
hypothesize that the ability for cell lines to induce ascites formation in mice is intrinsic to 
the given cell line and independent of their origin (solid tumor versus ascites). It has been 
previously shown that the in vivo tumorigenicity can usually be predicted by the ability of 
the cells to grow in soft agar [67]. The OV-1946 cell line, which was the most tumorigenic, 
also formed the largest and most numerous colonies when seeded in soft agar (Table 2). In 
previous studies we have also observed that the capacity of the cells to form compact 
spheroids is related to their ability to form tumors in vivo [68]. Consistent with this notion, 
here we show that the OV-1946 cell line formed the most compact spheroids among the 
new cell lines and formed the greatest number of tumors with the shortest latency in 
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xenograft experiments. However, the TOV-2223 cell line does not even form an aggregate 
in hanging droplets, only formed small colonies in soft agar and produced no tumors in 
SCID mice. The tumorigenicity results for TOV-2223 are also consistent with the relative 
indolent disease observed in patient 2223 who survived a relatively long period post 
diagnosis without treatment. Indeed, we have previously isolated the TOV-81D cell lines, 
also from an indolent disease, which failed to form tumors in immuno-compromised mice 
[4] suggesting inherent qualities of the tumor that are reflected in its clinical behavior can 
affect this biological parameter. 
The unique features of the described cell lines provide complementary models for 
different aspects of the disease.  For example, while TOV-2223 and the TOV-1946 cell 
lines are both derived from solid tumors of the same type of serous EOC disease, they vary 
in important aspects including their aggressiveness and karyotype. They may prove useful 
for comparative studies to uncover molecular events that distinguish very aggressive from 
more indolent serous disease in ovarian cancer. Although the TOV-1946 and OV-1946 
lines were derived from the same patient, they were collected from the solid tumor and the 
corresponding ascites respectively. Although common genome modification are shared 
between these two cell lines (see examples of modifications occurring on chromosome X, 
1, 2, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 15 and 16) (Table 4), others are unique either to the solid tumor or 
the ascites derived cell line (chromosome 2, 4, 5, 6, 7, 9, 16, 17, 18, 19, 20 and 22) (Table 
4). These observations suggest that the two cell lines acquired common modifications 
during the earlier steps of tumorigenesis and during cancer progression different 
rearrangements were selected for, depending on the microenvironment.  
The results obtained by SKY and G-banding assays reflect previously published 
karyotype studies on EOC where high genomic instability is observed [69]. Recently, it as 
been shown that recurrent rearrangements resulting in the formation of new fusion genes 
could be identified using genomic and bioinformatic tools [70-73]. So far such studies have 
been difficult to conduct on solid tumors and hence the importance of appropriate cellular 
models representing different types of tumors. The future fine cartography of recurrent 
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lesions in these cell lines may provide insights into the molecular events that contribute to 
EOC initiation and progression. 
  
Chapitre 6.6 Conclusions 
In conclusion, this paper describes the establishment and characterization of three 
new serous EOC cell lines derived from two chemotherapy naïve patients. These cell lines 
are new and important tools in the study ovarian cancer disease, as few cell lines are 
described to date that represent this frequently diagnosed histopathology type of EOC. The 
rich characterization of these cell lines, including epithelial marker expression, growth 
characteristics, mutation and SKY analysis, provide the foundation for future experiments 
using these new models of EOC. 
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Figure 1. 
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Figure 1: Cellular morphology of serous ovarian epithelium cancer cell lines and their 
corresponding tumoral tissues.  
A, C, E) Morphological appearance of the TOV-1946, OV-1946 and TOV-2223 cell lines 
respectively at passage 0. More (TOV-1946 and TOV-2223) or less (OV-1946) 
heterogenous populations of cells with obvious fibroblastic contaminants are visible for all 
three cell lines. B, D, F) Appearance of TOV-1946, OV-1946 and TOV-2223 cell lines 
respectively at passage 70. An evolution toward a more homogenous population of 
cobblestone-like cells typical of an epithelial cell type. G,H) Hematoxylin-Eosin stained 
tumor tissue sections of patient 1946 and 2223. Poorly differentiated tumor masses can be 
observed. All primary cultures and cell lines were cultured in OSE medium composed of 
50:50 medium 199:105 (Sigma) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 
2.5µg/mL amphotericin B and 50µg/mL gentamicin. All photographs were taken at 400x 
magnification. 
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Figure 2. 
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Figure 2 : Solid tumor and cell line expression of keratins, TP53 and HER2.  
A-D) Immunohistochemistry on paraffin embedded TOV-1946 tumor tissue verifying Krt7, 
Krt20, Her2  and p53 expression respectively. E-H) Expression of the same four protiens 
was verified in the TOV-2223 tumoral tissue. Krt7 and Krt20 were used to distinguish 
between ovarian and gastro-intestinal tract tumors. Nuclei were counterstained with 
hematoxylin and all sections were observed by light microscopy at 400X magnification. I) 
In parallel, Her2, p53, Krt7, Krt18 and Krt8 expression was verified by western blot in cell 
lines. Krt7, Krt18 were used in order to confirm the epithelial character of cell lines. Actin 
was used as a loading control. 
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Figure 3. 
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Figure 3 : Cell growth rate and tumorigenicity assays.  
A) Growth curves of the three new cell lines as well as a previously characterized EOC 
TOV-112D cell line. 100 000 cells were plated onto 60mm petri dishes. Cells were 
trypsinised and counted every 48h for two weeks. Experiments were performed two times 
in triplicate. B) Wound-healing assay of the same four cell lines. Cells were plated onto a 
12 well dish and at near confluence wounds were generated. Cells were methanol fixed and 
treated with Giemsa Stain at different time points in order to evaluate cell migration (0h, 
8h, 24h and 48h after the scratch was performed). The experiments were performed twice 
in triplicate.  C) Invasion assay using modified Boyden chambers. The capability of the 
cells to invade through matrigel membranes was verified and the invasion potential 
increased from TOV-112D, OV-1946, TOV-2223 to TOV-1946. The experiments were 
performed in duplicate. D) The capacity of the cells to form three-dimensional structures in 
hanging droplets was monitored. TOV-112D cells were able to form very compact 
spheroids, OV-1946 formed less compact spheroids, TOV-1946 cells formed loose 
aggregates of cells and TOV-2223 cells were unable to form any 3-D structure. Spheroid 
formation capability was visualized after four days. 
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Figure 4.  
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Figure 4.  
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Figure 4.  
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Figure 4. Representative G-banded and SKY analysis. 
A), C), E) Representative G-banded metaphases from the TOV-2223 (cell 10), TOV-1946 
(cell 34) and OV-1946 (cell 1) cell lines respectively. Arrows indicate the abnormal 
chromosomes, mar: marker chromosome. B), D), F) Representative metaphases from TOV-
2223 (cell 45), TOV-1946 (cell 44) and OV-1946 (cell 11) cell lines respectively analyzed 
by SKY. The origin of several marker chromosomes (mar) is defined by SKY analysis. 
Other examples of G-banded metaphases and the combined inverted-DAPI and SKY 
images of different cells are shown as additional Figures 1-3.   
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Patient  Clinical  
Parameter 1946 2223 
Age at diagnosis 75 89 
Tumor type cystadenocarcinoma cystadenocarcinoma 
Histopathology sub-type serous papillary  serous papillary  
Tumor grade G3 G3 
Disease stage IIIC IIIC 
Ascitis at surgery yes yes 
Surgical debulking Sub-optimal Sub-optimal 
Progression N/A yes 
Death yes* yes 
Cause of death gastric hemorrhage disease progression 
Follow up (months) 0.5 18 
Treatment N/A Megace (palliative care only) 
N/A not applicable 
*patient died from post-operative complication 
 
Table I. Patient clinical data.  
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Table II. Summary of cell line growth characteristics and tumorigenicity. 
 
 
 
 
  
 
 
Table III. Mutation status of the new EOC cell lines. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 3 : Mutation status of the new EOC cell lines
TOV112D TOV-1946 OV-1946 TOV-2223G
Somatic
TP53 EX5-36 G>A, R175H EX8+35 C>T, R273C EX8+35 C>T, R273C EX4+62 G>A, W53X
KRAS - - - -
BRAF - - - -
Microsatellite Instablility (MSI) - - - -
Germline
BRCA1 - - - -
BRCA2 - - - -
- = no mutations were found
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Table IV. G-banding composite karyotypes of the three ovarian cancer cell lines. 
 
 
 
 
 
 
Cell line G-banding composite karyotypes
TOV-2223
53~71,X,der(X)t(X;2)(q13;q2?3),+der(1)t(1;17)(p3?4;q21),+add(1)(p?21),+add(1)(p12),?i(2)(q10),der(
2)t(2;5)(q31;q31), +der(3)t(3;22)(q2?2;q11.2),del(3)(q23),+4,+4,-
5,+5,der(6;12)(q10;q10),+add(6)(p11.2),+7,del(8)(p11.2)x2,+del(8)(p21),+9, 
der(10)t(5;10)(q?31;q26),+11,+add(12)(q11),+add(12)(p11.2),+add(12)(q24),+der(12;14)(p10;q10),add
(13)(p11.2),+i(13)(q10), add(14)(p11.2),-15,-
15,der(15)add(15)(p11.2)add(15)(q26),add(16)(q22),+add(16)(q22),-17,-17,-18,add(18)(p11.2), 
del(19)(p13),add(19)(q13),-20,add(21)(p11.2),-22,i(22)(q10),+20mar,inc[cp25]
TOV-1946
51~62,X,-
X,der(X;12)(q10;q10),del(1)(q41q42),+add(1)(p13),+del(1)(q12),add(2)(q37),t(3;6)(p21;p21),t(3;6)(p2
1;p21)x2, 
del(3)(p?14),add(4)(q35),del(5)(p12),+der(5;8)(q10;p10),der(6)t(3;6)(p10;q10)del(6)(q?21),+der(6)add(
6)(p25)add(6)(q27), 
del(7)(q11.2q21),+add(7)(p11.2),add(8)(p11.2),+der(8)?t(8;12)(p12;q13),+9,+del(9)(p21),+der(9)del(9)
(p13)add(9)(q32),+10, 
add(11)(p15)x2,+del(11)(p11.2),del(12)(p11.2)x2,der(13)?t(11;13)(p11.2;p11.2)x2,add(15)(p11.2)x2,+
der(15)?t(8;15)(q21;p11.2), -16,add(16)(p13),add(16)(q24),-
17,add(17)(p11.2),add(17)(p1?3),add(18)(q23),+19,+add(19)(q13.4),+20,+20,-21, -
OV-1946
57~65,X,-X,der(X;12)(q10;q10),del(1)(q41q42),add(1)(p13),+add(1)(p13),+del(1)(q12),-
2,der(2)del(2)(p?14)add(2)(q?31), 
t(3;6)(p21;p21),del(3)(p?14),+5,+del(5)(q11.2),+7,+add(7)(q11.2),+8,+add(8)(p11.2),+der(8)?t(8;12)(p
12;q13), 
del(9)(p21),add(9)(q32),+add(9)(q32),+der(9)del(9)(p13)add(9)(q32),+10,+add(10)(q26),add(11)(p15)x
2,+del(11)(p11.2), 
del(12)(p11.2),der(13)?t(11;13)(p11.2;p11.2)x2,add(15)(p11.2)x2,+der(15)?t(8;15)(q21;p11.2),add(16)(
p13),-17,-17, add(17)(p11.2),add(17)(p1?3),+del(17)(p11.2),-18,+18,+19,+19,+20,+20,-
21,+22,+?22,+26mar,inc[cp19] 
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Chapitre 7. Discussion 
 L’importance de l’utilisation des modèles in vitro pour la recherche sur le cancer est 
indéniable. Le cancer est une maladie complexe qui se développe souvent au fil de 
plusieurs années et l’ampleur de cette complexité peut être difficile à répliquer dans un 
contexte ex vivo. Les résultats des chapitres précédents démontrent une nouvelle approche 
pour le développement de modèles in vitro du cancer épithélial de l’ovaire qui nous a 
permis d’observer des différence subtiles inter-modèles. L’étude et la caractérisation du 
gène S100A6 nous ont permis de démontrer qu’une différence induite par la méthode de 
culture qui au départ fut subtile, peut avoir des impacts importants au niveau de la 
représentation de la maladie complexe in vitro. De plus, le développement de nouvelles 
lignées représentatives du cancer de l’ovaire le plus commun du type séreux nous permettra 
éventuellement de développer un modèle qui vise une représentation plus pertinente in vitro 
des conditions de croissance auxquelles sont soumises les cellules tumorales in vivo. 
 
7.1 Le modèle sphéroïde 
7.1.1 La méthode de culture 
 La méthode de culture de sphéroïdes en gouttelette suspendues représente une 
alternative intéressante aux méthodes de culture in vitro décrites jusqu’ici par le fait qu’elle 
est simple et très accessible. Au moment de la soumission de ce premier article, les 
méthodes auparavant décrites était techniquement difficiles à mettre au point ou encore trop 
dispendieuses. La méthode des gouttelettes suspendues nous a permis de générer des 
sphéroïdes de façon très reproductible et d’une taille assez grande pour ce type de modèle 
(environ 500 µm). De plus, nous avons pu également contourner l’utilisation de facteurs 
exogènes pouvant influencer l’analyse des profils d’expression tels que les substrats non-
adhérents ou des matrices. Cette méthode n’est cependant pas sans défaut. En effet, dû à la 
petite quantité de milieu de culture dans la goutte, les études à long terme peuvent 
rapidement devenir fastidieuses.  Lors de la croissance cellulaire à l’intérieur du sphéroïde, 
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les cellules vont assez rapidement utiliser les nutriments présents dans le milieu de culture 
pour ensuite mourir. De plus, à moins d’une automatisation, les études à grande échelle 
peuvent également demander beaucoup de temps. Depuis quelques années, différentes 
nouvelles méthodes de culture des sphéroïdes à grande échelle ont été développées [158-
160]. Les études sur les cultures cellulaires en monocouche présentent certaines limites par 
rapport aux études in vivo et donc les cultures 3D deviennent de plus en plus un outil 
important dans les études d’efficacité thérapeutique de différents traitements antitumoraux 
et de nouvelles drogues [161-163]. Il est donc important de développer des systèmes de 
culture à grande échelle qui permettront de criblages des plusieurs drogues à la fois afin de 
détecter les plus actifs et efficaces. Jusqu’à présent les méthodes de culture 3D à grande 
échelle varient énormément de même que leur efficacité [160].  Depuis le premier modèle 
sphéroïde décrit par Sutherland et al. [138], la culture tridimensionnelle a énormément 
évolué sans pour autant avoir adopté un consensus dans la nomenclature. Ainsi, certains 
auteurs décrivent comme sphéroïdes de simples agrégats de cellules qui ne forment pas 
réellement de sphères compactes. En d’autres cas, les sphéroïdes décrits sont d’une taille 
tellement minuscule qu’ils ne peuvent reproduire les caractéristiques pathophysiologiques 
auparavant décrites dans les sphéroïdes multicellulaires de plus grande taille [145]. 
Finalement, une des limitations de tous les systèmes de culture 3D est le fait que la capacité 
à former des sphéroïdes compacts est dépendante de la lignée étudiée (Figure 1 page 154). 
Phénomène que nous avons observé parmi nos lignées où par exemple, la lignée TOV21G 
forme plutôt des agrégats et les lignées OV90 et TOV112D forment des sphéroïdes 
compacts. Nous avons cependant observé que la formation des associations de cellules (tant 
en agrégats qu’en sphéroïdes compacts) est un processus actif et non pas induit seulement 
par la proximité de cellules dans un environnement sans substrat. En effet, en absence de 
sérum la plupart des cellules que nous avons testées restent en suspension une à côté de 
l’autre sans former de liens cellulaires. De plus, certaines lignées, comme par exemple les 
HUVECS, sont totalement incapables de former des agrégats de cellules dans les conditions 
mises au point ici. 
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Figure 1. Exemples de différentes lignées en cultures dans les gouttelettes suspendues. 
La formation des sphéroïdes est lignée dépendante. Les lignées SKOV-3 et TOV81D sont 
dérivées du cancer de l’ovaire. Les lignées BRC32 et MCF7 sont des lignées du cancer du 
sein. Les cellules HUVEC sont des cellules endithéliales dérivées de la veine ombilicale. 
Les lignées LNCaP et PC3 sont dérivées du cancer de la prostate. Les cellules NIH3T3 sont 
des fibroblates dérivées de souris. La lignée INS est formée de cellules pancréatiques. 
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7.1.2 Le modèle sphéroïde 
 Dans notre étude de comparaison des profils d’expression géniques des différents 
modèles, nous avons pu démontrer que le modèle sphéroïde récapitule l’expression de 
certains gènes de façon similaire dans les modèles in vivo mais qu’on ne retrouve pas dans 
les cultures en monocouches. Nos résultats corroborent au niveau génétique de nombreuses 
études fonctionnelles et moléculaires précédentes qui soulignent l’aspect intermédiaire du 
modèle 3D entre la monocouche et les modèles in vivo. En plus de nous permettre l’étude 
de nombreux gènes candidats stratifiant les modèles, la validation de notre nouveau modèle 
peut nous servir de tremplin pour différentes études des phénomènes impliqués dans la 
tumorigenèse ovarienne. 
Un des avantages du modèle sphéroïde est sa structure géométrique bien définie qui 
nous permet de faire un lien entre la fonction et la structure. Ainsi, dans une étude 
précédente portant sur le transfert de portions du chromosome 3 contenant possiblement des 
gènes suppresseurs de tumeurs [164], nous avons remarqué que la perte de la capacité à 
former des tumeurs était parallèle à la perte de la capacité de former des sphéroïdes. Cette 
observation a également été observée dans l’étude de la caractérisation de nouvelles lignées 
dans le chapitre 6 où les lignées qui formaient des sphéroïdes plus compacts présentaient un 
potentiel tumorigénique in vivo plus important. Différents groupes ont ultérieurement 
démontré l’importance de la stabilité structurale médiée par les liaisons cellulaires et les 
interactions avec la matrice extracellulaire dans le maintien d’un comportement normal 
d’une cellule. Ainsi, des changements dans la structure tissulaire peuvent promouvoir la 
progression tumorale [165-170]. Nos résultats préliminaires soulignent cette importance des 
liens cellule-cellule dans la tumorigénicité ovarienne et des études plus poussées quant aux 
molécules de liaison impliquées seraient très intéressantes.   
  
 
157
Nous savons que le microenvironnement a un impact très important sur les cellules 
normales mais également sur les cellules cancéreuses et leur potentiel tumorigénique. Des 
interactions entre les cellules tumorales et la matrice extracellulaire, le stroma et les cellules 
du système immunitaire peuvent influencer l’expression génique des cellules tumorales 
mais également le microenvironnement lui-même [171-174]. Toujours dans l’optique de 
développer un modèle le plus représentatif de la maladie in vivo, il serait donc très pertinent 
d’utiliser notre nouvelle méthode de culture 3D afin de développer des modèles de cultures 
hétérogènes composées de différentes cellules impliquées dans la tumorigenèse ovarienne. 
Différentes études ont démontré l’importance et l’implication des cellules stromales dans 
les processus tumoral. Ainsi, il a été démontré qu’un stroma normal peut avoir un effet 
protecteur contre la formation de tumeurs tandis qu’un stroma anormal peut au contraire 
promouvoir la formation de ces dernières. [175-178]. Certains modèles 3D sont capables de 
reproduire l’aspect hypoxique ou nécrotique aux centres des tumeurs d’une certaine taille. 
Ce modèle peut donc nous aider également à étudier les interactions entre les cellules 
endothéliales et les cellules tumorales dans les conditions de manque d’oxygène et de 
nutriments. Dans un tel environnement, il y a sécrétion de facteurs pro-angiogéniques qui 
peuvent modifier et induire la vascularisation autour de la tumeur. Jusqu’à maintenant, une 
seule étude de co-culture en gouttelettes suspendues fut effectuée en utilisant des cellules 
tumorales et des cellules endothéliales [179]. Cette étude intéressante démontre la 
formation des embranchements de cellules endothéliales dans certaines parties des 
sphéroïdes. Les résultats de Timmins et al. sont prometteurs mais, la mise au point des 
systèmes de co-cultures demeure complexe. En effet, il faut prendre en considération par 
exemple le fait que différentes cellules poussent de façon optimale dans différents milieux 
(figure 2-A, page 159). Les proportions d’un type de cellule par rapport à l’autre peuvent 
influencer les résultats. De plus, certaines cellules sont incapables de croître sans substrat et 
peuvent mourir en gouttelettes avant même que l’on puisse observer un effet. Le moment 
où l’on ajoute un type de cellules à l’autre peut également influencer la formation du 
sphéroïde (figure 2-B, page 159). Les résultats préliminaires que nous avons obtenus 
montrent dans les expériences de co-cultures que la mise au point des conditions optimales 
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peut être assez laborieuses (figure 2, page 159). Cependant, une fois ces conditions 
atteintes, le modèle sphéroïde pourrait devenir un outil de choix pour les études sur les 
interactions cellulaires et le microenvironnement tumoral.  
Lors de l’analyse des profils d’expression génique, nous avons observé que 
plusieurs gènes candidats modulés étaient des gènes impliqués au niveau de la matrice 
extracellulaire, de l’angiogenèse ainsi qu’au niveau de la structure et de l’adhésion 
cellulaire. L’expression similaires de ces gènes entre le modèle sphéroïde et le modèle in 
vivo peut nous inciter à spéculer que les cellules tumorales du modèle 3D vont alors 
influencer les cellules environnantes de manière similaire à celle des tumeurs in vivo. Dans 
le but ultérieur d’étudier les interactions qu’il pourrait y avoir entre les cellules tumorales et 
les cellules de stroma ou encore des cellules épithéliales qui ont un potentiel de produire de 
vaisseaux sanguins, nous avons commencé à effectuer des tests de co-cultures avec des 
cellules endothéliales (figure 13-A et C, page 159). Le développement d’un modèle 
complexe de co-culture pour le cancer épithélial de l’ovaire représente une perspective 
intéressante. 
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Figure 2. 
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Figure 2. Différentes conditions de co-cultures cellulaires des cellules d’EOC et des 
cellules endothéliales.  
A et B) Les cellules endothéliales Huvec et TIME poussent de façon optimale dans le 
milieu MCDB additionné de différents facteurs. Cependant, pour les cellules d’EOC, le 
milieu optimal est l’OSE complet. Lorsqu’on effectue les co-cultures dans le milieu OSE, 
les cellules endothéliales semblent mourir (A). Dans le milieu MCDB les deux sortes de 
cellules se portent bien mais on ne sait pas comment le milieu MCDB influence les cellules 
tumorales (B). C et D) La formation des sphéroïdes peut être affectée par l’ordre dans 
lequel on ajoute les cellules. Lorsque deux types de cellules différentes sont mises en 
gouttelettes en même temps, ces cellules semblent ne pas vouloir se mélanger et il n’y a pas 
de formation d’un sphéroïde unique. Par exemple, dans le cas des cellules endothéliales et 
tumorales, l’ajout en même temps empêche la formation d’un sphéroïde compact (C, 
panneau gauche). Pour les cellules tumorales, lorsque ajoutées en même temps les 
sphéroïdes se forment un à côté de l’autre sans se mélanger (D, panneau gauche). 
Cependant, lorsque les cellules OV90 GFP sont rajoutées une fois le sphéroïde TOV112D 
formé, elles semblent envelopper ce dernier (D, panneau droit). E et F) Co–culture de 
sphéroïdes tumoraux par dessus une couche de cellules endothéliales cultivées sur l’agarose 
ou la gélose. Là on peut observer que le substrat sur lequel poussent les cellules 
endothéliales influence la croissance des cellules en provenance des sphéroïdes. 
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7.2 Les analyses de profils d’expression génique 
L’avènement des nouvelles technologies au niveau de la génomique telles que les 
micropuces d’ADN nous a permis des études rapides et simultanées de plusieurs milliers de 
gènes à la fois. Le grand avantage de la technologie des micropuces à ADN est le fait qu’on 
puisse étudier un système dans son ensemble. Cet outil puissant a été très important pour la 
comparaison des différents modèles puisque l’on sait que les différences d’un modèle à 
l’autre ne sont pas le résultat de modulation d’un seul et unique gène mais plutôt de la 
variation et de l’interaction de plusieurs gènes à la fois. Paradoxalement, le plus grand 
avantage de la technologie des micropuces est en même temps son pire défaut. En effet, la 
comparaison des milliers de gènes d’un modèle à l’autre demande non seulement 
l’utilisation de puissants outils bioinformatiques (qui ne sont pas toujours parfaits) mais 
génère souvent un grand nombre de candidats. La caractérisation et l’étude de tous les 
candidats devient alors presqu’impossible. Par des associations des gènes candidats et par 
des recherches d’interaction, nous pouvons essayer d’identifier des voies moléculaires où 
plusieurs gènes sont impliqués à la fois afin de diriger nos recherches futures.  
En plus des gènes décrits dans l’article au chapitre 4, nous avons trouvé de 
nombreux gènes d’intérêt dont, entre autres, ceux impliqués au niveau de la matrice 
extracellulaire (ECM). Il est connu que les modèles sphéroïdes contiennent une ECM qui 
diffère de celle des modèles de cultures en monocouches correspondants, tant au niveau de 
la quantité relative qu’au niveau de l’assemblage. Par exemple, les cellules de gliomes 
cultivées en sphéroïdes produisent plus de fibronectine et de laminines que les cellules en 
monocouches. De plus, l’organisation de la matrice extracellulaire dans ces sphéroïdes 
ressemble d’avantage à celle retrouvée dans les tumeurs in vivo (revue dans [152]). La 
principale composition de la ECM dans les cellules épithéliales est constituée de laminines 
et de collagènes. En plus de ces deux protéines principales, on peut y retrouver également 
des molécules telles que la BSP (bone sialoprotein), ostéopontine, osteocalcin, fibronectine, 
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vitronectine et thrombospondine [180].  Le rôle principal de la ECM est celui de support, 
mais il est bien connu qu’elle constitue également une barrière contre l’invasion des 
cellules tumorales en plus de jouer un rôle au niveau de la modulation du phénotype 
cellulaire au cours du développement, du remodelage tissulaire et de la réparation de tissus. 
La présence dans la matrice des facteurs de croissance, des cytokines et des protéases fait 
en sorte que la ECM peut influencer de façon importante la fonction cellulaire. Au niveau 
de la tumorigenèse cette influence est exercée en régulant la croissance et la fonction 
cellulaire [181].  Parmi les gènes les plus intéressants identifiés par les analyses des profils 
d’expression génique se rapportant à la ECM, nous pouvons citer la thrombospondine 
(THBS1), le CSPG2 (versican), ITIH2 (inter-alpha-trypsin inhibitor, heavy chain 2) et 
HABP2 (hyaluronic acid-binding protein2). Tous ces gènes ne sont pas modulés de la 
même façon, ainsi certains sont surexprimés dans les modèles 3D (ITIH2 et HABP2) tandis 
que les autres sont sous-exprimés (THBS1 et CSPG2) dans ces modèles par rapport aux 
cultures en monocouche. En plus d’un rôle au niveau de la stabilisation de la ECM, les 
gènes ITIH2 et HABP2 font partie des gènes qui codent pour des protéines de liaison à 
l’acide hyaluronique. Ce dernier a la capacité de promouvoir la motilité, l’adhésion et la 
prolifération cellulaire [182]. Un des rôles du gène candidat THBS1 est la capacité d’inhiber 
l’angiogenèse, donc la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. L’inhibition de cette 
protéine serait donc favorable à l’initiation des signaux pro-angiogéniques. En plus de son 
rôle au niveau de l’agiogenèse, la thrombospondine est une protéine de la ECM qui 
promeut la diminution de l’adhésion cellulaire [183]. Encore une fois, l’inhibition de cette 
protéine au niveau du modèle sphéroïde pourrait aider à la formation des sphéroïdes 
compacts. Certaines études démontrent que le versican, qui est aussi inhibé dans les 
modèles 3D, aurait également des propriétés anti-adhésives [184-186]. Le versican, en plus 
de son rôle dans la régulation de l’adhésion cellulaire, est impliqué dans la survie, la 
prolifération, la migration cellulaire ainsi que dans l’assemblage de la ECM [187]. La 
nature pléiotrope de tous ces gènes candidats intéressants fait en sorte qu’ils peuvent être 
assez complexes à analyser. Il est important de souligner que dans le contexte présent, la 
matrice extracellulaire est originaire des cellules tumorales mêmes. Dans le contexte de la 
  
 
163
maladie chez l’humain, certains éléments de la ECM sont également produits par les 
cellules normales (stroma par exemple). Ainsi, encore une fois, les études impliquant des 
co-cultures avec des cellules normales comme par exemple les cellules du stroma seront 
sûrement très informatrices. Certains éléments de la ECM peuvent avoir un impact énorme 
sur la progression tumorale et la croissance et différenciation cellulaire. Un exemple très 
impressionnant de cet impact est démontré par le biais d’études effectuées sur les cellules 
mammaires cultivées sous forme de sphéroïdes sur différents substrats. Ainsi, lorsque ces 
cellules sont implantées sur matrigel, ce qui simule la membrane basale, elles forment des 
structures polarisées appelées acinis. Ces modèles in vitro reproduisent certaines des 
caractéristiques des glandes in vivo telles l’architecture tissulaire et même la capacité de 
produire du lait [188, 189]. L’étude du modèle sphéroïde dans le contexte de ce modèle des 
cellules mammaires a même mené à la description d’une nouvelle forme de mort cellulaire 
appelée l’entose [190]. L’entose est une forme de mort cellulaire par cannibalisme entre 
deux cellules tumorales. Ainsi, une cellule tumorale « saine » va mourir par internalisation 
par une autre cellule tumorale avoisinante. 
Une autre fonction souvent identifiée comme affectée par la variation des gènes 
candidats inter-modèles est celle de la structure et de l’adhésion cellulaire. Contrairement à 
la THBS et au versican dont l’inhibition pourrait promouvoir l’adhésion cellulaire et donc 
la formation de sphéroïdes compacts, plusieurs gènes important pour l’adhésion cellulaire 
sont inhibés dans les modèles 3D. Parmi ces gènes on retrouve la fibronectine 1, la 
cadhérine 6, la villine et les MARCKS. L’hypothèse qu’on peut émettre quand à la perte ou 
l’inhibition des protéines d’adhésion cellulaire est la possible implication de cette dernière 
dans la progression des cellules vers un phénotype plus agressif et une plus grande capacité 
d’invasion par exemple dans un contexte de métastases. En effet, il est bien connu que la 
perte des fonctions adhésives trouvées par exemple au niveau des cellules normales peut 
engendrer un comportement cellulaire plus agressif [191]. 
En plus d’identifier des gènes candidats impliqués au niveau de la ECM ou encore 
de la structure cellulaire, nous avons pu mettre en évidence des gènes candidats faisant 
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partie de certaines familles de gènes telles des chémokines. Les chémokines font partie de 
la famille de cytokines pro-inflammatoires qui lient les récepteurs couplés aux protéines G.  
Les chémokines servent de chémotractants et leur fonction est d’attirer et activer certains 
leucocytes dans les réponses inflammatoires [192, 193]. De plus, les chémokines sont 
également impliquées dans le développement tumoral, la transformation cellulaire et 
l’angiogenèse [194]. Les chémokines identifiées comme candidates au niveau de notre 
étude font parte de la famille des chémokines CXC qui sont le plus souvent retrouvées 
modulées au niveau de différents cancers dont celui de l’ovaire [195]. 
Finalement, nous avons identifié quelques gènes (dont le S100A6, MSMB et ENO1) 
qui dans la littérature sont souvent considérés comme des marqueurs de la progression 
tumorale [196-198]. En effet, la surexpression de ces gènes fut associée avec des maladies 
plus avancées et agressives. Ces gènes ont été particulièrement intéressants puisqu’ils 
étaient tous surexprimés dans les modèles 3D et pas dans les cultures en monocouche. 
Ainsi, ils constituaient des exemples de gènes qu’il serait pertinent d’étudier dans un 
contexte de modèle 3D plutôt qu’en monocouche. 
L’énorme quantité d’information générée par les analyses des profils d’expression 
génique peut être difficilement gérée dans le cadre d’une seule thèse de doctorat. 
Cependant, les exemples de gènes candidats mentionnés ci-haut peuvent nous donner 
plusieurs indications quand à la validité du modèle, les fonctions les plus affectées par les 
différence de culture, mais également sur l’effet que peut avoir le microenvironnement des 
cellules. Ce qui est fascinant, c’est que le simple fait de faire croître les cellules sous la 
forme d’une sphère peut avoir un impact important sur la transcription et par effet même le 
protéome des cellules composant le modèle.  
 
7.2.1 S100A6 
 Parmi tous les gènes candidats identifiés par l’analyse des profils d’expression 
stratifiant les modèles 3D des modèles monocouche, nous avons choisi d’approfondir la 
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caractérisation du gène S100A6. Afin d’affiner notre choix, nous nous sommes concentrés 
sur les gènes ayant la variation la plus élevée et la plus significative au niveau du signal 
entre les deux types de modèles. Nous avons ensuite procédé à une revue de la littérature. 
Ainsi, très peu d’information était disponible quant à la fonction de ce gène cependant, 
plusieurs publications rapportaient une surexpression de S100A6 au niveau de différents 
cancers suggérant un rôle de marqueur de la progression tumorale. Nous avons également 
vérifié la pertinence de S100A6 au niveau du cancer épithélial de l’ovaire en vérifiant son 
expression dans les échantillons tant tumoraux que d’ovaires normaux. En utilisant des 
micro-étalages de tissus, nous avons pu démontrer que la majorité des tumeurs ovariennes 
surexpriment S100A6 et aucun des échantillons normaux n’était positif. Finalement, notre 
choix fut également influencé par les aspects pratiques soit la disponibilité des outils 
comme les anticorps.  
 Ainsi, une fois le résultat des micropuces confirmé, nous avons procédé aux études 
fonctionnelles reliées à l’expression ou la diminution d’expression de S100A6 dans nos 
modèles. Les résultats des cette études ont été présentés et discutés dans le chapitre 5.  
 Même si la fonction de S100A6 n’est encore complètement élucidée, on croît que 
les protéines de la famille S100 exercent leurs rôles par la régulation et l’interaction avec 
des protéines cibles. Différentes protéines cibles ont été identifiées pour S100A6 soit les 
annexines II [199], VI [200] et XI [201], le caldesmon [202] et la CacyBp (calcyclin 
binding protein) [203]. Toutes ces protéines sont encodées par des gènes identifiés dans les 
analyses de profil d’expression qui sont exprimés de façon différentielles entre les modèles 
3D et les monocouches (tableau I page 165). 
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Table I. Gènes candidats stratifiant les modèles 3D des modèles monocouches dont les 
produits de transcription constituent les protéines cibles de S100A6. 
 
Les annexines sont une famille de protéines capables de lier le calcium ainsi que la 
membrane cellulaire. Parmi les fonctions reconnues de ces protéines on peut citer le trafic 
des vésicules, la division cellulaire, l’apoptose, la signalisation reliée au calcium et la 
régulation de la croissance cellulaire [204, 205]. De plus, les variations au niveau de la 
localisation ou de l’expression des annexines semblent être impliquées dans la progression 
et le développement tumoral. Les annexines peuvent affecter entre autres les fonctions 
tumorales telles que l’invasion, l’angiogenèse, l’apoptose et la résistance aux drogues 
[206].  La caldesmon quant à elle joue un rôle au niveau de la régulation de la dynamique 
des réseaux de filaments d’actine et des fibres de stress essentielle à la motilité cellulaire et 
les réarrangements du cytosquelette [207, 208]. Finalement, la CacyBp agirait en amont de 
S100A6 mais la fonction de cette interaction reste inconnue. Il est connu cependant que 
cette protéine joue un rôle au niveau du réarrangement du cytosquelette (par son interaction 
avec la tubuline), la différentiation cellulaire (ERK1/2), la tumorigenèse et la prolifération 
cellulaire (β-caténine) [209, 210]. Toutes ces protéines n’ont jamais été étudiées dans le 
contexte d’un modèle 3D. Le modèle sphéroïde que nous avons mis au point pourrait être 
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un outil de choix afin de démontrer les implications des ces protéines dans le 
microenvironnement tumoral.  
 Une étude précédente d’Ohuchida et al. a analysé l’implication de S100A6 dans le 
cancer du pancréas [211]. Dans cette étude, les chercheurs ont effectué la comparaison de 
profils d’expression entre une lignée du cancer du pancréas exprimant S100A6 et la lignée 
correspondante où on a inhibée l’expression de S100A6. Les auteurs ont décrits 15 gènes 
surexprimés et 15 gènes sous-exprimés suite à la modulation de S100A6. En comparant 
leur liste de gènes candidats à la notre, nous avons trouvé sept gènes en commun qui 
peuvent donc être potentiellement contrôlé ou du moins interagir avec S100A6 (Tableau II, 
page 167). 
 
 
Tableau II. Gènes communs entre les analyses d’expression de profils génique des 
modèles d’EOC ainsi que des analyses des lignées du cancer du pancréas exprimant 
ou non la protéine S100A6. 
 
Finalement, la diversité des rôles et des actions potentielles des protéines S100 vient 
également de leur capacité de former des homo- et des hétérodimères [212]. Suite à 
l’identification de S100A6 comme gène candidat stratifiant les différents modèles, nous 
avons vérifié les niveaux d’expression des autres protéines de la famille des S100. Ainsi, 
nous avons identifié deux autres membres de la famille des S100 (S100A13 et S100A4) qui 
sont différentiellement exprimés entre les modèles 3D et les cultures en monocouches 
(Figure 3, page 168).  
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Figure 3. Deux membres de la famille de protéines S100 stratifiant les modèles 3D des 
modèles monocouche.  
Panneau de droite S100A4; la différence entre l’intensité du signal semble très 
significative, cependant il faut souligner que la qualité du signal au niveau des lignées 
cultivées en monocouches est faible. Panneau de gauche S100A13; la différence du niveau 
d’expression entre les deux types de modèles est subtile puisque le « fold change » est 
autour de 1,2. 
 
  
Tous ces résultats soulignent la fait que S100A6 peut jouer un rôle important au 
niveau du microenvironnement tumoral non seulement au niveau de la migration cellulaire 
comme on l’a vu dans le chapitre 5 mais, par des interactions possibles avec d’autres 
protéines cibles ou des membres de la familles des protéines S100. Il serait très intéressant 
dans les études ultérieures d’étudier la modulation de l’expression des ces différents 
partenaires potentiels de S100A6.  
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Chapitre 7.3 Les nouvelles lignées d’EOC 
 Jusqu’à présent très peu de lignées cellulaires du type séreux ont été développées. 
Pourtant, c’est le type de cancer les plus souvent diagnostiqué. Comme nous visons à 
développer un modèle in vitro le plus représentatif de la maladie EOC in vivo, le 
développement de ces nouvelles lignées représente un avantage important. De plus, nos 
lignées du type séreux sont les seules développées à partir d’échantillons provenant de 
patientes qui n’ont subit aucun traitement au moment du prélèvement. Mais ce qui est 
encore plus intéressant est le fait que nous avons pu développer en parallèle des lignées 
provenant à la fois de la tumeur solide et de l’ascite d’une même patiente. En utilisant ces 
échantillons, nous avons effectué une étude préliminaire de comparaison de profils 
d’expression génique afin d’étudier les différences entre les cellules de tumeurs solides et 
celles retrouvées dans les ascites. Les ascites sont des liquides inflammatoires souvent 
volumineux qu’on retrouve chez les patientes atteintes d’EOC et dans lequel on retrouve 
des cellules tumorales sous forme de cellules séparées mais, également sous forme de 
sphéroïdes [213]. La dissémination d’EOC est caractérisée par une invasion locale des 
organes pelvien et abdominaux. De plus, contrairement à la plupart des cancer épithéliaux, 
la dissémination d’EOC n’utilise que très rarement la vascularisation tumorale pour fins 
d’invasion [214]. Selon un nouveau modèle de dissémination du EOC, le développement 
des métastases dans la cavité intrapéritonéale serait dépendante de la capacité des cellules 
en suspension originaires de la tumeur solide à survivre dans ce nouvel environnement et à 
s’attacher et infiltrer les tissus de cette cavité [214]. La formation des sphéroïdes ou 
agrégats cellulaires donnerait un avantage de survie par rapport aux cellules seules en 
suspension. L’étude comparative des différentes propriétés des lignées de la même patiente 
prévenant à la fois de la tumeur solide et des cellules contenues dans l’ascite nous permettra 
d’élucider les transformations que peuvent subir la cellule afin d’acquérir la capacité de se 
détacher de la tumeur solide, survivre dans l’ascite et ensuite former une métastase. 
 Suite à une étude préliminaire des gènes candidats exprimés différentiellement entre 
la lignée dérivée de la tumeur solide et de l’ascite, nous avons identifié entre autre le gène 
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Sprouty2 (SPRY2). Ce gène était sous-exprimé dans les lignées en provenance de l’ascite. 
De plus, le même gène a été identifié dans les analyses de comparaison de profils 
d’expression génique entre les cultures primaires des lignées OV (de l’ascite) et TOV (de la 
tumeur solide). Spry2 semble dans tous les cas être sous-exprimé dans les lignées 
originaires de l’ascite. Une étude précédente a démontré que la surexpression de SPRY2 
inhiberait la prolifération cellulaire, la croissance en suspension ainsi que la migration 
cellulaire.  En effet, le mouvement des cellules serait restreint dû au fait que SPRY2 
faciliterait l’attachement des cellules en stimulant les adhésions focales et les fibres de 
stress [215]. Une diminution de l’expression de ce gène serait donc une étape logique qui 
avantagerait les cellules tumorales en suspension dans l’ascite. 
 Une autre étude récente a démontré qu’une diminution de l’expression de SPRY2 
par le MicroRNA-21 dans les cellules cardiocytes inhiberait la formation de protrusions 
cellulaires [216]. Nous avons auparavant remarqué que lorsque les sphéroïdes se retrouvent 
en présence d’autres cellules, ils ont tendance de former des petites protrusions (Figure 4, 
page 171). Ce phénomène est surtout flagrant lorsque deux ou plus sphéroïdes sont placés à 
proximité. Non seulement ils forment ces protrusions assez élégantes mais, ils ont 
également tendance à s’attirer et fusionner ensemble. Il est donc tentant de spéculer que 
cette capacité des sphéroïdes à former des protrusion dans un contexte donné pourrait nous 
permettre l’étude de la fonction de SPRY2 dans le contexte d’un modèle sphéroïde in vitro.  
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Figure 4. Les sphéroïdes de la lignée OV90 en présence d’autres sphéroïdes de la 
même lignée forment des protrusions, s’attirent et éventuellement fusionnent 
ensemble.  
 
 
 
  
Chapitre 8. Conclusion 
Afin de mieux comprendre la tumorigenèse ovarienne, la disponibilité de modèles 
adéquats et adaptés au type de recherche effectuée est indispensable. Le développement de 
nouveaux modèles de plus en plus représentatifs de la maladie in vivo est donc d’une 
grande importance. Les lignées cellulaires constituent un outil pratique et important pour la 
recherche sur le cancer, cependant certains aspects fondamentaux de la tumorigenèse in 
vivo ne peuvent être adéquatement représentés par une culture en monocouche. La 
croissance tridimensionnelle est fondamentale pour la tumorigenèse et de nombreux 
processus tels que les interactions cellule-cellule, la disponibilité de biofacteurs, nutriments 
et oxygène et la résistance aux drogues découlent de cette architecture. Nous espérons que 
le modèle sphéroïde que nous avons développé et les caractérisations et observations que 
nous avons effectuées serviront de tremplin pour des études de plus en plus poussées, des 
découvertes intéressantes et que cette méthode de culture facile incitera d’autre groupes à 
introduire ce type de culture au niveau de leurs recherches. Les interactions cellules-
cellules, la structure tridimensionnelle, la présence potentielle des phénomènes d’hypoxie et 
la modulation des gènes de façon similaire à celle retrouvée in vivo sont tous des facteurs 
que l’on retrouve au niveau du modèle sphéroïde et qui sont différents du modèle en 
monocouche. Nous croyons donc que le modèle sphéroïde représente un modèle in vitro qui 
a un grand potentiel pour les études de co-cultures mais, surtout dans les études de 
développement et de prédiction du comportement tumoral en réponse à des nouvelles 
stratégies thérapeuthiques. 
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Annexe I. Figures supplémentaires du chapitre 4 
 
 
Supplementary figure 1. S100A6 expression at protein level in paraffin embeded 
TOV21G and TOV112D cell lines, spheroids and xenografts.  
A strong immuno-staining is observed in spheroids and xenografts but not in monolayer 
cultures. 
 
 
 
 
 
 
 
ii 
Gene symbol 
Primer 
direction 
Primer sequence  
from 5’ to 3’ 
Annealing 
temperature 
PCR reaction 
efficiency* 
S100A6 F ccggcagggagggtgacaa 55 1,05 
S100A6 R ggcccccaggaaggtgacatac 55 1,05 
MSMB1 F tgggcagcgttgtgatctttg 55 1,22 
MSMB1 R cctgggagccctgtgcctacta 55 1,22 
THBS1 F ctgatccccacccttactca 59 1,16 
THBS1 R agctggtgctcactgagatg 59 1,16 
GAPDH F cgggaagctcactggcatggc 59 1,08 
GAPDH R ggtggaggagtgggtgtcgctgtt 59 1,08 
 
* The efficiency was calculated by the Rotor-Gene software 
 
Supplementary Table I. Primer sequences and conditions used for Q-PCR 
experiments. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
iii 
Table II. Six hundred and ten probe sets which significantly separate the two groups 
of model systems (monolayers versus spheroids and xenografts) for the OV-90 cell 
line.  
This table can be found at http://www.interscience.wiley.com/jpages/0899-
1987/suppmat/index.html . S1 and S2: spheroids collected at day 4 and 7 respectively of 
culture. TSC: subcutaneous xenograft and TIP: intraperitoneal xenograft. L: original cell 
line, LIP: cell line derived from an intraperitonal xenograft, LSC: cell line derived from a 
subcutaneous xenograft. It should be noted that fold change and p values were calculated 
based on the comparison between 3-D models (spheroids and xenografts) and monolayer 
cultures. 
 
Table III. GO terms molecular function analysis. 
This table can be found at http://www.interscience.wiley.com/jpages/0899-
1987/suppmat/index.html . ListCount represents number of genes corresponding to the GO 
term found among the 610 candidate genes stratifying monolayer cultures from 3D models 
identified using the OV90 cell lines. ChipCount represents the number of genes 
corresponding to the GO term found among all the genes on the microarray. 
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Annexe II. Figures supplémentaires chapitre 5 
 
 
 
 
Supplementary Figure 1. S100A6 expression in different EOC cell lines.  
EOC cell lines express very little or no S100A6 as verified by microarray analysis using 
Affymetrix HG-U133A high density DNA array. TOV21G is the only one of our 
aggressive EOC cell lines that over-expresses S100A6 in a monolayer. 
 
 
 
v 
 
Supplementary Figure 2. Morphology of the TOV-21G cell lines cultured as 
monolayers or spheroids.  
A) Cellular morphology was not affected by S100A6 inhibition. B) Greater aggregate 
density was not apparent at day five of culture in hanging droplets.  
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Supplementary Figure 3.  Cellular invasion of OV-90 cells was assayed using the 
modified Boyden chambers.  
The capability of the cells cultured as monolayers to invade through matrigel membranes 
was verified and the invasion potential did not vary significantly between the controls and 
shS100A6 cell lines.  
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Annexe III. Figures supplémentaires du chapitre 6 
 
Additional Figure 1. G-banded metaphases and SKY analysis of TOV-2223 cell line. 
A) and C) G-banded metaphases from the TOV-2223 cell line (cells 15 and 36 
respectively). Arrows indicate the abnormal chromosomes, mar: marker chromosome. B) 
and D) Combined inverted-DAPI and SKY image of cell 45  and 46 respectively from the 
TOV 2223 cell line with identification of some marker chromosomes. 
 
 
 
viii 
 
Additional Figure 2. G-banded metaphases and SKY analysis of TOV-1946 cell line. 
A) and C) G-banded metaphases from the TOV-1946 cell line (cells 6 and 43 respectively). 
Arrows indicate the abnormal chromosomes, mar: marker chromosome. B) and D) 
Combined inverted-DAPI and SKY image of cell 44  and 36 respectively from the TOV-
1946 cell line with identification of some marker chromosomes. 
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Additional Figure 3. G-banded metaphases and SKY analysis of OV-1946 cell line. 
A) G-banded metaphase from the OV-1946 cell line (cell 24). Arrows indicate the 
abnormal chromosomes, mar: marker chromosome. B) Combined inverted-DAPI and SKY 
image of cell 11 from the OV-1946 cell line with identification of some marker 
chromosomes. 
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Abstract 
Aims: Tissue microarrays (TMAs) have become a standard tool for the 
simultaneous study of protein expression in large cohorts of clinical tissue samples. Cell 
lines derived from tissue culture represent a practical transition between in vitro and in situ 
studies. The aim was to develop an efficient method of cell embedding for TMAs. 
Methods and results: In this study a novel technique for creating formalin-fixed 
paraffin-embedded (FFPE) cell cultures using HistoGelTM molds is described. HistoGelTM 
FFPE cells are processed under the same conditions as standard histology tissue samples. 
HistoGelTM embedding yields cell pellets with high enough density for TMA construction. 
In this study, the construction of a cell line TMA composed of 45 different cell lines using 
a novel method is described. To assess their effects on cell morphology and antigenicity, 
both trypsinized and scraped cells were used as well as cells fixed in formalin for different 
lengths of time. A panel of antibodies was used to validate the antigenicity of the FFPE cell 
cultures by immunochemical assay.   
Conclusion: The new method of cell embedding allows an efficient inclusion of cell 
lines on TMAs as important controls for cross TMA analysis, as well as a rich source for 
antibody testing. 
  
Introduction 
Tissue microarrays (TMAs) represent a valuable technology for the identification of 
new diagnostic markers as well as therapeutic targets in human cancers 1, 2 as they 
substantially accelerate the study of a large number of patient samples. Experimental 
research can be validated by in situ studies on hundreds of tissue samples in a single 
experiment. TMAs are constructed from 0.6-2.0 mm diameter cores taken from a formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) pathology surgical samples placed into a single recipient 
TMA block 3, 4. 
Numerous cancer cell characteristics, markers, and therapeutic targets are first 
studied or identified using cell culture systems. Therefore, including cell cultures in 
microarrays as experimental controls represents a practical advantage in the transition from 
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in vitro laboratory experiments to in situ human tissue studies. Construction of a TMA 
composed of different cell cultures not only allows for rapid analysis of many samples but 
also facilitates the identification of specific proteins in a particular cell line. Another 
important feature of this approach is the inherent reduction in both the cost and time 
associated with maintaining several cell lines in culture.  
The difficulty in constructing a cell line microarray comes from the fact that cell 
pellets are often disrupted during standard tissue processing protocols. The FFPE 
embedded cell pellet needs to be dense enough so that when TMA specific cores are taken 
from the block, they contain enough cells to allow proper immunochemical studies. In this 
report, we describe a new method for fixing and paraffin embedding cell suspensions using 
HistoGelTM. This simple method allowed us to construct a cell line microarray with high 
cell density per core. Within these high density cores, cells conserved their morphology and 
their immunoreactivity as assayed by standard immunochemical techniques with anti-p53, -
Her2, -PTEN, -Nestin and -desmoplakin antibodies.  
 
Methods 
Cell cultures 
Cell lines were grown in the appropriate media (as recommended by ATCC) as 
adherent cultures. At approximately 80% confluence, four 100mm petri dishes of cells were 
washed with phosphate-buffered saline (PBS) and the cells collected by scraping and/or by 
trypsin treatment. Cells were then pelleted by centrifugation at 1500 RPM (Baxter 
Megafuge) for 10 minutes. The supernatant was discarded and cells were resuspended in 
formalin (Rapifix, Produits Chimiques ACP) and fixed for 7 days at 4°C. 
 
Histogel mold 
 A summary of the procedure to generate the HistoGelTM mold is described in Figure 
1. To start, 10 mls of HistoGelTM (in water bath at 80-90°C) was liquefied after which 5 ml 
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were poured into a 50 ml Falcon tube. The mold was created using a 15 ml Falcon tube 
inserted into the 50 ml tube and solidified on ice for 10 minutes. While the mold solidified, 
the cells in formalin were centrifuged at 2000 x rpm for 10 minutes. The formalin was 
discarded and the pellet resuspended in 100 µl of formalin in order to transfer the cells into 
the mold. It was important not to over-fill the mold in order to allow optimal adherence of 
the capping HistoGelTM poured over the cell pellet. The mold with the fixed cells was 
centrifuged at 2500 x rpm for 5 mins and the formalin aspirated from the top of the pellet. 
The pellet was covered with 1 ml of liquefied HistoGelTM. Once solidified, using a small 
spatula, the mold containing the cell pellet was gently scooped out onto a petri dish cover 
and the HistoGelTM was cut into a cube around the cell pellet core with a scalpel. The 
samples were placed in a tissue-embedding cassette and submerged in formalin at 4°C 
overnight. The samples were then embedded in paraffin using standard tissue processing 
protocols and sections were subsequently cut and stained with hematoxylin and eosin. 
Different times of formalin fixation were also examined to determine any negative effects 
of long formalin exposures on cellular morphology or antigenicity. 
 
TMA construction 
 To construct the TMA, 45 different cell lines were used. Matched scraped as well as 
matched trypsinized cells were placed on the TMA. To test for any detrimental effects of 
formalin exposure on antigen immunoreactivity, PC3 cells were formalin fixed either for 
seven days followed by a 24 hour formalin fixation in the HistoGelTM mold, or 10 minutes 
followed by a seven day formalin fixation in the HistoGelTM mold. Cylindrical cores of 0.6 
mm were collected from the donor block using a manual tissue arrayer (Beecher 
Instruments, Silver Spring, MD) and placed in a recipient block according to the 
manufacturer’s protocol. 
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Immunohistochemistry 
For immunohistochemistry, p53 (D0-1) (sc-126 from Santa Cruz Biotechnology, 
CA, USA), Her2 (ab16901 from Abcam, MA, USA), Nestin (sc-23927 from Santa Cruz 
Biotechnology, CA, USA), desmoplakin (sc-18083 from Santa Cruz Biotechnology, CA, 
USA) and PTEN (AB1809 Cedarlane Laboratories Limited, On, Canada) antibodies were 
used. The TMA was sectioned in 4 µm slices and slides were deparaffinized in toluene and 
re-hydrated in a gradient of ethanol (100%, 95% and 80% ethanol/water solution). A 3% 
H2O2 treatment was used to eliminate endogenous peroxidase activity followed by a 15 
min submersion in boiling citrate buffer (0.01M citric acid adjusted to pH 6.0) to unmask 
antigens. The sections were blocked using a protein blocking, serum-free reagent 
(DakoCytomation Inc., ON, Canada). Samples were incubated with primary antibody for 
60 min followed by a 20 min incubation with the secondary biotinylated antibody and a 20 
min incubation with streptavidin-peroxydase complex (Dako Diagnostics Canada Inc.) at 
room temperature. Reaction products were developed using diaminobenzidine containing 
0.3% H2O2 as a substrate for peroxidase. The nuclei were counterstained with Hematoxylin.  
  
Results 
 Using our HistoGelTM/FFPE method (figure 1), we were able to construct a TMA 
using high density FFPE cell pellets. The origin and the diseases represented by each of the 
cell lines are described in table I. As shown in figures 2, 3, and 4, this method yields high 
density cell pellets which have undergone the same processing protocol as standard 
formalin fixed paraffin embedded tissue samples, thus allowing tissue-analogous 
immunochemical studies. 
In order to compare cellular morphology after cell embedding, some cell lines were 
collected either by trypsinization or scraping. Unlike trypsinization, scraped cell 
morphology is susceptible to mechanical disruption, however, the trypsinization method 
can potentially alter antigens susceptible to the enzyme’s proteolytic activity. 
Hematoxylin/eosin staining, anti-p53 and anti-Her2 labeling were done in order to better 
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visualize cellular morphology as well as to verify if immunoreactivity changed depending 
on the method of cell collection. As shown in figure 2, only subtle differences were 
observed for the majority of cells that were scraped and those that were trypsinized when 
visualized by hematoxylin/eosin staining. To verify if trypsin treatment would affect 
membrane proteins, immunocytochemistry was performed for Her2, a cell surface receptor. 
Both scraped and trypsinized cells showed strong positive staining. A similar result was 
observed for desmoplakin a component of desmosomes that mediates intercellular 
adhesion5. Immunoreactivity was not affected by either of the collection methods. Of all the 
cell lines tested during the comparison of trypsinized and scraped cells (TOV112D, 
TOV1946, OV1946, OV90 and TOV2223), only one (TOV2223) displayed a difference in 
morphology (supplementary figure 1). However, similar differences in morphology can 
sometimes be observed in cell pellets that were processed following the same methodology 
(supplementary figure 1-B).  
 To verify if a longer period of formalin fixation would influence the 
immunoreactivity of cells, PC3 cells were fixed in formalin for either 10 minutes or 7 days 
prior to HistoGelTM embedding. As shown in figure 3, PC3 cells which do not express 
p536,7 prepared under both conditions did not present nuclear staining and were positive for 
Nestin as described previously8. Furthermore, cellular morphology was not modified by 
different lengths of formalin fixation (figure 3). Moreover, as seen in figure 4, both the 
T47D and MDA-MB-453 mammary gland cancer cells, that were fixed for 32 and 27 days 
respectively prior to HistoGelTM embedding, retained high immuno-reactivity. As described 
previously, strong nuclear p53 staining was present in the T47D cells9, 10 and the MDA-
MB-453 cells are positive when immuno-labeled for PTEN11. 
 Different antibodies were used in order to validate the immunostaining of cell lines 
prepared using the HistoGelTM molds. Examples of cell lines stained with anti p53, PTEN, 
and Nestin antibodies are shown in figure 4. As described previously, positive p53 nuclear 
staining was observed for the T47D9,10 and Hek29312 cells as opposed to MDA-MB-453 
cells13 which do not express mutated p53. PTEN expression ranged from negative in 
LnCAP cells to highly positive in MDA-MB-231 and TD47 cells. This range of expression 
was previously described in different studies14-17. Different levels of protein expression 
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were also observed for Nestin, where it varied from null in BRC196 cells to medium in 
MDA-MB-453 and high in PC3 cells8.  Differential protein levels related to variable cell 
concentrations in the cores are eliminated in our method since the cell pellet densities are 
similar among the cells lines tested. These observed variations in protein expression levels 
were further validated by western blots analysis (figure 4). 
 
Discussion 
 TMAs have become a high-throughput tool of choice for the simultaneous analysis 
of a large number of tissue samples. TMAs not only allow minimization of cost and time 
but also preserve tissue samples that are valuable and limited. A single TMA slide 
containing hundreds of tissue samples enables simultaneous experiments, limiting the 
variability associated with repeated testing.  Cell lines remain the most widely used and 
easily accessible models for in vitro studies. Cell line microarrays, similarly to tissue 
microarrays, present the same advantages, and can serve not only as optimization tools for 
immunochemical assays, but also as positive/negative controls that can be used directly 
alongside tissue samples within TMAs. Cell line microarrays constructed from the same 
cell lines subjected to different culture conditions, or in which a protein of interest is either 
over expressed or inhibited, is beneficial in the study of cell biology and tumorigenesis and 
can directly serve as a control for determining antibody specificity. 
The novel method to embed cells using HistoGelTM molds that we describe here can 
generate paraffin blocks from any cell culture or cell suspension with high enough densities 
to allow microarray construction. HistoGelTM is an aqueous gel composition used in the 
processing of small histological samples. It is solid at room temperature and liquefies when 
heated. HistoGelTM, by encasing the cell pellet in a mold, maintains cell pellet density and 
prevents pellet disruption. The samples can then be paraffin embedded and processed as 
standard histology samples.  
In addition to using different cell lines for the construction of our microarray, we 
have also used the same cell lines collected by alternate methods. Both trypsinized and 
scrapped cells were placed on the microarray as well as cells that were fixed in formalin for 
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different lengths of time. To date, it remains uncertain in the literature how fixation time 
influences antigen presentation. Some believe that fixation time should not exceed 48 
hours18, while  others show that formalin fixation for up to 3 weeks has very little effect on 
cell or tissue antigenicity19, 20. In order to gain access to a greater number of different cell 
lines, some cell lines previously fixed in formalin were provided by different laboratories, 
and for practical purposes needed to be stored longer between collection and embedding. 
For this reason we wanted to verify if longer periods of fixation would affect cellular 
morphology or antigenicity. Our results show that cells may be fixed up to seven days 
without affecting subsequent immunochemical labeling which presents a great advantage in 
allowing sufficient time to collect cell lines from different research groups. Consequently, 
cell line TMAs represent an obvious advantage for different studies on cell lines that 
otherwise would not be immediately available. 
Two different cell collection methods were used, scraping or trypsinization, on five 
cell lines in order to compare their influence on morphology and antigenicity. Only one cell 
line showed subtle morphological differences between the two methods. TOV2223 cells 
appeared to maintain better morphology when trypsinized versus collection using the 
scraping method. The density of trypsinized cell pellets was minimally higher than 
scraping.  Trypsin is a serin protease routinely used in cell culture for detaching and 
resuspending cells from culture dishes.  Although no overt effects were observed in our 
study, trypsinization could potentially affect proteins involved in cell-cell interactions or 
even cell surface proteins susceptible to trypsin’s enzymatic activity. Hence, a greater 
number of cell lines collected by both methods and immunolabeled with antibodies directed 
against cell-cell interacting proteins is needed to confirm if trypsinization is indeed the 
better collection method. 
Finally, we have used three different antibodies in order to validate the antigenicity 
of our HistoGelTM embedded cell lines (figure 4). Where possible, staining results of our 
TMA cell lines were compared to those reported in the literature. The cell line TMA can be 
effectively used for antibody optimization as well as for identification of positive and 
negative controls in immunohistochemistry experiments. The observed differential levels of 
protein expression were independently confirmed by western blots. It is important to note 
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that even though the method of cell processing is different between western blots and FFPE 
cell pellet creation, the results remain highly correlative.  
In conclusion, we describe a new and different method to construct cell line TMAs 
that can be used on suspended as well as adherent cells. The HistoGelTM embedding allows 
the cells to be processed in a fashion similar to histology samples.  
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Figure 1. Summary of histogel mold preparation and embedding of cell pellets. 
 
 
 
xx 
 
 
Table I. The origin and the diseases represented by each of the cell lines. 
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Figure 2. Comparative morphology of scraped versus trypsinized embedded cells.  
Hematoxyline/ eosine staining, anti-p53 and Her2 staining of A) OV90, B) TOV1946 cell 
lines both scraped and trypsinized. Left panels represent cores at 10x magnification and 
right panels represent cells at 40x magnification. 
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Figure 3. Comparative morphology and immunostaining of cells fixed in formalin for 
different lengths of time.  
Hematoxyline/ eosine staining of A) PC3 cells fixed for seven days in formalin followed by 
a 24 hour fixation in histogel and formalin, and B) PC3 cells fixed for 10 minutes in 
formalin followed by seven days fixation in histogel and formalin. Anti-p53 C), D) and 
Nestin E), F) staining for both PC3 cells fixed for seven days in formalin followed by a 24 
hour fixation in histogel and formalin and PC3 cells fixed 10 minutes in formalin followed 
by seven days fixation in histogel and formalin respectively. Left panels represent 10x 
magnification and right panels 40x magnification of individual cores. 
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Figure 4. Examples of differential protein expression in cell lines from the cell line 
array.  
Immunocytostaining and western blots were performed with anti A) P53, B) PTEN and C) 
Nestin antibodies. Entire cores (10x) and higher magnification (40x) are shown in lower 
right squares. 
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 Supplementary figure 1. Morphological differences observed between cell samples.  
Comparative morphology of scraped versus trypsinized embedded cells. Hematoxyline/ 
eosine staining and anti-p53 staining of A) TOV2223 and B) TOV1946 both scraped and 
trypsinized cells. Differences in morphology can be observed independently of the method 
of cell collection. Left panels represent cores at 10x magnification and right panels 
represent cells at 40x magnification. 
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